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CARVALHO, Allana Souza de. Uso de solventes eutéticos profundos na extracdo de
constituintes de Miconia albicans (Sw.) Triana. Orientador: Luciano da Silva Lima. 2023.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Tecnologias Ambientais) — Universidade Federal do Sul
da Bahia; Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia, Porto Seguro, 2023.

RESUMO GERAL

H& muito tempo o ser humano utiliza espécies vegetais para o tratamento e cura de
diversas patologias. Apesar de diversas substancias ja terem sido isoladas, ainda existem muitos
compostos que se encontram desconhecidos frente a imensa diversidade bioldgica presente no
reino vegetal. Estes compostos provenientes de vegetais podem apresentar acdes benéficas
sobre a salde humana, como o de agdo antioxidante. Os antioxidantes sdo0 compostos com
habilidades de impedir ou inibir o impacto dos radicais livre que estdo associados ao
desenvolvimento de doencas crénicas como diabetes e cancer. Geralmente a obtencdo desses
compostos bioativos sdo realizados por extra¢6es liquido-liquido ou soélido-liquido pelo uso de
solventes que normalmente apresentam alguns efeitos nocivos ao meio ambiente. Desta forma,
a dissertacdo apresenta o estudo dividido em dois artigos. O primeiro objetiva a comparacao da
eficiéncia da extracdo de solventes eutéticos e convencionais na extracdo dos bioativos
fendlicos, flavonoides e antioxidante da Miconia albicans (Sw.) Triana. Nesse contexto, foram
preparados e caracterizados solventes eutéticos, os quais foram avaliados a capacidade
antioxidante pelo método de sequestro com o radical livre DPPH, teores de fendlicos e
flavonoides totais, além da caracterizacdo quimica pela identificacdo de acidos fendélicos por
CLAE-DAD. No segundo artigo buscou a comparacéo da extracdo de bioativos da M. albicans
comercializada versus a planta nativa coletada em diversas regides da Mata Atlantica Sul da
Bahia. Assim, os resultados indicaram que a extracdo pelo uso do solvente eutético profundo
(DES) demonstram ser mais efetivos nas avaliagdes dos constituintes em M. albicans, sendo
uma alternativa mais limpa e verde do que os solventes convencionais.

Palavras-chaves: Acidos fendlicos, Mata Atlantica, Antioxidante
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CARVALHO, Allana Souza de. Use of deep eutectic solvents in the extraction of
constituents of Miconia albicans (Sw.) Triana. Advisor: Luciano da Silva Lima. 2023.
Dissertation (Master’s in Environmental Science & Technology) — Universidade Federal do Sul
da Bahia; Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia, Porto Seguro, 2023.

ABSTRACT

For a long time, human beings have used plant species to treat and cure various
pathologies. Although several substances have already been isolated, many compounds are still
unknown due to the immense biological diversity present in the plant kingdom. These
compounds from vegetables may benefit human health, such as antioxidant action. Antioxidants
are compounds that can prevent or inhibit the impact of free radicals associated with the
development of chronic diseases like diabetes and cancer. Generally, the extraction of these
bioactive compounds is carried out by liquid-liquid or solid-liquid extractions using solvents
that usually have harmful effects on the environment. Thus, the dissertation presents the study
divided into two articles. The first aims to compare the efficiency of the extraction of eutectic
and conventional solvents in the extraction of phenolic bioactive, flavonoids, and antioxidants
of Miconia albicans (Sw.) Triana. In this context, eutectic solvents were prepared and
characterized and evaluated the antioxidant capacity by the method of sequestration with the
free radical DPPH, phenolic and flavonoid contents, in addition to the chemical characterization
by the identification of phenolic acids by HPLC- DAD. In the second article, we sought to
compare the extraction of bioactives from the commercialized M. albicans versus the native
plant collected in several regions of the Atlantic Forest South of Bahia. Thus, the results
indicated that the extraction by using the deep eutectic solvent (DES) is more effective in
evaluating the constituents in M. albicans, a cleaner and greener alternative than conventional
solvents.

Keywords: Phenolic acids, Atlantic Forest, Antioxidant
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1 INTRODUCAO GERAL

Nas Ultimas décadas tem havido um crescente interesse em estudos relacionados com
plantas estas por sua vez, constituem a fonte mais antiga de farmacos consumidos pela
humanidade por possuirem agentes terapéuticos que sdo eficazes no tratamento de cura e
prevencéo de diversas patologias (CORDEIRO et al., 2022; RODRIGUES et al., 2022). Entre
as substancias investigadas com interessantes efeitos biologicos destacam-se 0s compostos
fendlicos, os quais constituem o principal grupo de antioxidantes de origem vegetal. Os
flavonoides compreendem a mais importante classe de fenolicos que apresentam elevado poder
antioxidante (PIERONI et al., 2011). Os flavonoides sdo tipos de fendlicos com elevado poder
antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; MORAIS et al., 2009). Os antioxidantes séo
compostos que apresentam habilidades de impedir ou inibir o impacto de certas enzimas que
estdo associadas ao desenvolvimento de doencas cronicas como diabetes e cancer (BANOV et
al., 2006; MATHEW; SUBRAMANIAN, 2014), além disso, substancias antioxidantes tem
também potencial de induzir respostas de defesa de plantas as doencas fitopatogénicas
(RESENDE, 2021).

O reino vegetal possui ainda grande biodiversidade, e novos compostos podem ser
encontrados. O Sul do estado da Bahia destaca-se por conter uma imensa area de vegetacdo
preservada, como o bioma Mata Atlantica. Esse bioma abrange cerca de 15% do territorio
nacional, o qual possui extensa diversidade bioldgica, sendo composta por formacdes florestais
e ecossistemas associados tornando-o0 um dos conjuntos mais ricos de natureza vegetal e animal
do planeta (ARAUJO, 2013; CRUZ et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Diante do contexto
apresentado e da ampla biodiversidade de espécies vegetais existentes, a Mata Atlantica do Sul
da Bahia constitui-se em uma &rea de grande interesse para a extracdo de compostos bioativos,
uma vez que nessa regido podem ser encontradas plantas com grande potencial farmacolégico,
e essa variedade de plantas com potencialidade antioxidante e outras atividades biologicas
podem se perder, devido a diminui¢do dessas areas vegetais e consequentemente o crescimento
urbano (HAMANN et al., 2020; PIERONI et al., 2011; SOUZA; LIMA; HACKENHAAR,
2020)

Inimeras espécies de plantas vém sendo exploradas comercialmente devido interesse
farmacoldgico, sdo comercializadas em feiras livres ou casas especializadas, 0 que gera renda
para comunidades que vivem em torno de regides de grande diversidade bioldgica. Dentre as
espécies de plantas comercializadas, destaca-se a Miconia albicans (Sw.) Triana (Figura 1),
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pertencente a familia Melastomataceae, conhecida popularmente como canela-de-velho. E uma
espécie arborea muito utilizada na medicina tradicional do nordeste do Brasil para dor nas
articulacGes (artrite, artrose), disfuncdes estomacais e intestinais, inflamacéo dentéria e outras
situac@es inflamatorias dolorosas. As folhas de M. albicans sdo geralmente utilizadas na forma
de chas, feito através de infusdo (QUINTANS-JUNIOR et al., 2020). A ingestdo de chés
preparados na forma de infusdo auxilia na extragdo dos compostos fenolicos considerados
benéficos a satide (MORAIS et al., 2009)

Estudos descritos na literatura identificaram por técnicas como cromatografia gasosa,
cromatografia liquida acoplada a espectometria de massa (HPLC-LC-ESI-MS/MS),
cromatografia em camada e HPLC inUmeros constituintes quimicos em extratos de diferentes
polaridades (hexano, metanol, etanol, etc) em M. albicans (Tab. 1) e a estes, foram atribuidos
as acdes antifungica, antitumoral, analgésica, antimalarica e antimicrobiana (extrato etandlico)
que foi explicada devido a presenca de um conjunto de substancias, como &cidos triterpénicos,
além de efeitos protetores contra danos no DNA induzidos pela doxorrubicina e inibi¢do da
tirosinase (CELOTTO et al., 2003; SILVA et al., 2002;CREVELIN et al., 2006; PIERONI et
al., 2011; HAMMAN et al., 2020).

,‘ 2 » /

Figura 1. Representacédo da espécie M. albicans (Sw.) Triana. Autoria prépria.

Por ser uma planta comumente empregada na medicina popular e com um enorme potencial
terapéutico, torna-se pertinente o desenvolvimento de pesquisas com a finalidade de
proporcionar mais informacgdes sobre a potencialidade farmacoldgica dessa espécie permitindo
assim o uso seguro desse vegetal pela populagdo (SOUZA; LIMA; HACKENHAAR, 2020).



Tabela 1. Substancias isoladas da espécie M. albicans
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Substancias isoladas Técnicas utilizadas Extrato Referéncia
Cromatografia gasosa Hexano Crevelin et al 2006
a—amirina B—amirina
HO /4
{3
o g on HPLC-LC-ESI-MS/MS Etanol Hamman et al 2020
Acidocglégico
COOH
H3CO OCH,4
H
Acido siringico
OH
Cromatografia em camada e HPLC Metanol Pieroni et al 2011




Geralmente na obtencdo de constituintes quimicos de espécies vegetais séo
empregados solventes organicos que apesar de serem eficientes na extracdo, possuem
restricGes quanto ao seu uso, pois sdo inflamaveis, toxicos, volateis e ndo sdo biodegradaveis,
0 que acarreta impactos nocivos a salde e ao meio ambiente. Nos Gltimos anos, uma das
descobertas mais promissoras no mundo da Quimica Verde foi o desenvolvimento de
solventes verdes, como os lonic Liquid (ILs) e os Solventes Eutéticos Profundos (Deep
Eutectic Solvents - DES) (KUDLAK; OWCZAREK; NAMIESNIK, 2015; OZEL; ELIBOL,
2021; ZDANOWICZ; WILPISZEWSKA; SPYCHAJ, 2018). Devido a sua grande
capacidade de dissolver compostos bioativos oriundos de varios tipos de biomassa, houve
uma crescente demanda no uso de ILs como solventes para diviséo, extracdo e purificagdo

de compostos bioativos (VENTURA et al., 2017).
Porém, existe uma preocupacdo em relacéo a aplicabilidade dos ILs para extracdo

de compostos bioativos, pois 0s mesmos possuem alta toxicidade, causando assim efeitos
nocivos a salde e ao meio ambiente, além de elevado custo (GORKE; SRIENC;
KAZLAUSKAS, 2010; HAYYAN et al., 2015; JUNEIDI; HAYYAN; HASHIM, 2015;
JUNEIDI; HAYYAN; MOHD ALLI, 2016; MBOUS et al., 2017). Apesar dos ILs terem sido
aceitos como uma fonte de alternativa aos solventes convencionais, por possuirem
propriedades que se destacam para 0s pré-requisitos da Quimica Verde, como néo
inflamaveis e reutilizaveis, estes ndo atenderam a expectativa, ao quesito custo que é de 5 a
20 vezes mais caro do que os solventes convencionais utilizados (DOGAN CALHAN;
ULGER, 2018). Surge entdo uma nova busca por solventes alternativos que venham a
substituir os ILs e os solventes convencionais utilizados para extragdo de compostos
bioativos. Essa busca tem levado ao uso de solventes eutéticos profundos, que foram aceitos
como solventes verdes promissores na extracdo de bioativos de espécies vegetais, por
possuirem caracteristicas especiais como alta pureza e condutividade, ndo séo inflamaveis,
possuem estabilidade térmica além de facil preparacdo (DOLDOLOVA et al., 2021; LI et
al.,, 2016; MAJIDI; HADJMOHAMMADI, 2021). Os DES podem ser preparados,
utilizando-se uma combinacdo de materiais que consiste em um aceitador de ligacdo de
hidrogénio (HBA) e um doador de ligacéo de hidrogénio (HBD). O cloreto de colina é o HBA
mais utilizado como aceitador de hidrogénio, por ter propriedades particulares tais como
barato, biodegradavel e ndo téxico (ALSAUD; SHAHBAZ; FARID, 2021).

Desta forma, torna-se importante a extracdo de constituintes quimicos de produtos
naturais utilizando-se novas rotas verdes as quais sdo consideradas alternativas mais limpas

e sustentaveis, apresentando menos ricos a vida, a salde e ao meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar a eficiéncia da extragdo dos solventes eutéticos e convencionais na obtencéo
de compostos bioativos de material botanico da espécime M. albicans comercializada,
e comparar similaridade de constituintes quimicos do material botanico comercializado
versus material botanico nativo coletado em diferentes fragmentos da Mata Atlantica

localizados em alguns municipios do Sul da Bahia, utilizando anélises quimiométricas.

2.2 Objetivos especificos

. Adquirir material botanico da espécime M. albicans comercializada e coletar em
fragmentos da Mata Atlantica do Sul da Bahia;

. Obter os extratos dessa planta utilizando solventes verdes e convencionais;

. Avaliar o perfil cromatogréafico de ambas extragdes por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

. Comparar a eficiéncia de ambas extracdes;

. Pesquisar na literatura informacfes a respeito da espécie M. albicans e seus

possiveis efeitos fitoterapicos.

. Investigar semelhanca da composicdo quimica entre o material botanico
comercializado e nativo dos diferentes municipios do Sul da Bahia, baseado nos dados obtidos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE-DAD.

. Obter as analises exploratorias por Analises de Componentes Principais (PCA) e Analise
de agrupamento Hierarquico (HCA) dos dados obtidos por CLAE-DAD, para possivel
discriminacéo, agrupamento e similaridade entre as amostras comercializadas e coletada
na Mata Atléantica do Sul da Bahia.

15
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Green extraction of bioactive components of Miconiaalbicans (Sw.) Triana

using deep eutectic solvents

ABSTRACT

The use of green solvents, including eutectic solvents (DES), for the extraction of natural
bioactive compounds such as antioxidants, phenolic acids, and flavonoids has grown more
and more due to their ability to present unique properties such as high solubility, low
volatility, low cost, and easy preparation. In this study, for the first time, combined DES
solvents were applied to extract antioxidants, phenolic acids, and flavonoids from Miconia
albicans (Sw.) Triana is marketed in the city of Porto Seguro. Known as cinnamon-de-velho
is widely used in folk medicine for presenting anti-inflammatory action. The present research
aimed to compare the efficiency of the extraction of eutectic and conventional solvents in
obtaining bioactive compounds of M. albicans. The DPPH free radical sequestration method
evaluated the presence of antioxidant activity, while the total phenolic contents were
evaluated according to the Folin-Ciocalteu method. The extracts' phenolic compounds were
characterized by Liquid Chromatography and High Performance (HPLC-DAD). The results
indicated that the highest content of flavonoids found in the extraction of the species M.
albicans was 73.0 + 0.1ug EQ g-1 extraction performed with choline chloride and urea (DES
1). In contrast, the solvents choline chloride and citric acid (DES 2) and Methanol (MeOH)
demonstrated greater efficacy in extracting phenolic compounds 978.3 £ 0.3 and 1,023.1 +
3x10-2 EAG g-1, respectively. For antioxidant activity, the solvents MeOH and ethanol
(EtOH) were more successful in the extraction with antioxidant activity index (IAA) 1.97
and 1.07 pg mL-1, indicating an intense activity and strong activity. The DES investigated,
even in smaller amounts, showed relevant IAA DES 1 0.44 pg mL-1 (low activity) and DES
2 0.88 ug mL-1 (moderate activity), characterizing the presence of phenolic compounds and
antioxidant activity of the plant sample. The HPLC-DAD analysis identified caffeic,
transferulic, romarinic and transcinnamic acids using the MeOH solvent, while the other
solvents identified only rosmarinic acid. However, when comparing the extraction efficacy
of such solvents, the DES 1 solvent was the one that obtained the greatest success for the
extraction of rosmarinic acid, which was identified and quantified. Eutectic solvents are
effective in extracting bioactives from M. albicans with phenolic substances very present in
medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Popularmente conhecida no Brasil como canela-de velho, a Miconia albicans (Sw.)
Triana é uma das espécies mais importantes da familia Melastomataceae, podendo atingir
até 3 metros de altura, é muito encontrada na flora brasileira, especialmente no Cerrado e
Mata Atlantica [1,2]. Na medicina popular, suas partes aéreas sdo utilizadas na forma de cha,
feito por decoccdo ou infusdo, por causa de suas caracteristicas anti-inflamatorias, como o
tratamento de artrite e artrose [3,4]. Estudos realizados por Serpeloni et al (2011) [5] e
Hamman (2020) [4] revelaram a presenca de metabolitos secundérios, tais como esterois,
triterpenos e polifendis, indicando atividade bioldgica para esta espécie como acdo
antioxidante, efeito protetor mutagénico, acdo anti-inflamatdria, analgésica, antimicrobiana,
antidiabética.

No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Resolucdo N° 400 de 16 de fevereiro de 2017, proibiu a fabricacdo, distribuicdo e
comercializacdo de fitomedicamentos a base de M. albicans [6], por falta de estudos formais
sobre a seguranca e eficicia do uso interno desta planta. Assim, torna-se pertinente o
desenvolvimento de pesquisas com a finalidade de proporcionar mais informacdes sobre a
potencialidade farmacoldgica dessa espécie, permitindo assim o uso seguro desse vegetal
pela populagéo [7].

Nesse sentido, na extracdo dos constituintes quimicos de plantas sdo utilizados
solventes organicos volateis como cloroférmio, etanol, metanol, hexano, acetato de etila,
acetona, propanol ou suas misturas. Entretanto, esses solventes apresentam grande
toxicidade, inflamabilidade, custo elevado, longo tempo para a extracdo e ndo sao
biodegradaveis [8,9]. Portanto, torna-se necessario 0 emprego de solventes que sejam mais
sustentaveis, ou seja, uma opc¢do mais limpa na extragdo de compostos bioativos, tais como
os solventes eutéticos profundos (DES). Assim, os DES se destacam por apresentarem
propriedades especificas como boa biocompatibilidade, sustentabilidade, séo
biodegradaveis, além de facil preparacdo e armazenamento [10].

Os DES séo preparados, utilizando-se um aceitador de hidrogénio (HBA) e doador
de hidrogénio (HBD) em uma correlacdo molar especifica, criando assim uma mistura
transparente. O cloreto de colina é um HBA mais frequentemente utilizado na preparacéo
dos DES, a medida que os agucares, alcoois, aminas e &cidos sdo comumente empregados
como HBD [11]. Esses solventes sdo formados por materiais solidos e/ou liquidos com
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elevados pontos de fusdo, que resultam em misturas liquidas a temperatura ambiente.
Possuem, grande capacidade de extrair substancias de diferentes polaridades tornando-os
bem versateis para o uso e obtencdo de constituintes quimicos bioativos [12].

Estudos feitos por Dheyab (2021) [12] revelaram que os DES possuem seletividade
na extracdo de compostos bioativos, como saponinas, polifendis, antraquinonas, flavonoides
e acidos fenolicos de fontes naturais diferentes. Muitos compostos fendlicos extraidos de
plantas tém apresentado atividade antioxidante, como o acido clorogénico, acido galico,
acido cafeico e flavonoides [13,14]. Os flavonoides na maioria das plantas sdo tipos de
fendlicos com elevado poder antioxidante [15,16]. Os antioxidantes, sdo compostos que
apresentam habilidades de impedir ou inibir o impacto de certas enzimas que estdo
associadas ao desenvolvimento de doengas cronicas como diabetes e cancer [17,18].

Assim, o presente estudo teve por objetivo realizar a extracdo de fendlicos,
flavonoides e avaliar a atividade antioxidante de M. albicans com o uso de DES e solventes

convencionais, e desta forma comparar os resultados.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material vegetal

Foram adquiridas 200g de folhas secas de M. albicans embaladas em saco plastico
com validade de 6 meses, em local de comercializagdo na cidade de Porto Seguro - Bahia,

Brasil no més de novembro de 2021.

2.2. Preparacao dos solventes eutéticos profundos

Os DES foram preparados pela mistura do cloreto de colina (Exodo cientifica) e
ureia (Dinamica) 1:2 m/m (DES 1), cloreto de colina, acido citrico (Dindmica) e agua
ultrapura 1:1:2 m/m (DES 2). Neste processo reacional todas misturas foram aquecidas a
60°C por 3h, sob agitagdo constante com auxilio de agitador magnético (Fig. 1). Apoés
resfriamento a temperatura ambiente, os solventes sintetizados foram armazenados em

dessecadores protegidos da luz.
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Figura 1: Preparacdo dos solventes eutéticos. Autoria propria.

2.3 Preparacao dos extratos

As folhas foram trituradas em moinho de facas e peneiradas em agitador de peneiras
(Lucadema, modelo 04/01) a granulometria de 0,450 mm. Os procedimentos extrativos dos
constituintes foram realizados por adaptagéo da metodologia descrita por Christina Bakirtzi
[19]. Desta maneira, foram preparadas solugdes a 80% (v/v) dos DES 1 e DES 2 e 60% de
etanol (EtOH) (Qhemis) e metanol (MeOH) (Sigma-Aldrich) em tubos de 15 mL com &gua
ultrapura. Nos tubos foram adicionados 0,1 g das folhas moidas, 5 mL da mistura dos
solventes sob agitacdo manual e conduzidas a extracdo no banho ultrassénico (Cristéfoli-
modelo 11/2010) a 60 °C por 100 min (220V~0,17 kW — 0,8 A, f=50/60 Hz € fuitrassonica= 42
kHz. Na sequéncia, os materiais foram centrifugados a 2,954 XG por 20 minutos em uma
centrifuga (Centrifuga NT810- nova técnica) (Fig. 2) e em seguida guardados sob

refrigeracdo para posteriores analises.

0,1gdeplantaem pé

l 5mL de DES/Solvente ] Extragdo assistida por Foram centrifugados a |

-
S imiat

organico ultrassom 60°C por 100 2,954 XG por 20 min
min

Figura 2: Extracdo dos constituintes da M. albicans com os solventes eutéticos e

convencionais. Autoria propria.

2.4 Preparo das pastilhas de Brometo de Potéssio - KBr

As pastilhas foram preparadas a partir da trituracdo do KBr em almofariz de agata.
Os reagentes cloreto de colina (Exodo cientifica), ureia (Dindmica), &cido citrico (Dinamica)
e o0s solventes eutéticos preparados DES 1 (cloreto de colina/ureia) e DES 2 (cloreto de
colina/acido citrico/agua) foram misturadas, separadamente, ao KBr triturado. Em seguida,
foram colocados 0,1g da mistura no pastilhador seguido de compressdo em prensa hidraulica

de 10 t/min, para obtencdo de pastilhas finas e transparentes.

2.4.1 Caracterizacao dos solventes eutéticos por Espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier - FTIR

As pastilhas adquiridas foram introduzidas no compartimento de leitura do
Espectrometro de Infravermelho IRAffinity-1S Shimadzu (modelo 00392, Japdo) e
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analisadas, obtendo-se os espectros de cloreto de colina/ureia/DES 1 e cloreto de
colina/acido citrico/agua DES 2. Os espectros foram obtidos na faixa espectral entre 4000 a
400 cm™ e resolugéo de 4 cm™ [20]. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.
A caracterizagéo estrutural dos DES, foram realizadas por espectroscopia no
infravermelho. De modo a reconhecer as alteracGes espectrais e estruturais em razéo das
ligacOes de hidrogénio formadas no decorrer da sintese dos DES, investigou-se 0s

precedentes individualmente e os DES produzidos a partir destes (Fig. 3).

I /
| ! _
C / \/\OH “
HN— SNH )
2 Ureia 2 Acido citrico Cloreto de colina

Figura 3: Estruturas quimicas das substancias utilizadas na composi¢do dos DES

analisados.

2.5 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Furlan e colaboradores [21], com algumas modificacdes. Foram preparadas
solucdes etandlicas dos extratos 2000 g mL*, em microplaca de 96 pogos foram adicionadas
aos poc¢os 100uL de etanol, 100 pL dos extratos e feita diluicdo em série das amostras com
concentracdo inicial de 1000 pg mLe final de 125 pg mL. Logo apds, foram adicionadas
100 pL da solucéo etandlica de 2,2-difenil-1- picrilhidril (DPPH) (60 pg mL*). Ap6s 20 min
de incubagdo sob auséncia da luz, foi realizada leituras em espectrofotbmetro UV-VIS
(Thermo Scientific Multiskan Go) no comprimento de onda de 517 nm como substancia
padréo, foi utilizado o hidroxitoluenobutilado (BHT). A partir das absorbancias obtidas,

foram calculados o percentual da atividade antioxidante (equagéo 1):

AAY =145 27455 D) o 100 (1)
Abs 2

Onde AA% é a porcentagem da atividade antioxidante, Absl absorbancia da
amostra - branco e Abs2 absorvancia equivalente ao controle negativo (etanol e DPPH). A
concentragéo efetiva (CEso) foi obtida atraves da equacdo da reta obtida no grafico da AA%
versus concentracdo da amostra, e o indice de atividade antioxidante (IAA) foi obtido da
equacéo 2:
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[DPPH]
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[AA =

)

2.6 Determinacao do contetdo de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi realizado por adaptac6es da metodologia descrita por
Banov [18]. Resumidamente, 150 pL dos extratos (700 pg mL™?) e 150 pL de solugdo etandlica
de cloreto de aluminio (AICI3; 0,025g mL-1) foram adicionados em microplaca de 96 pocos e
incubada a 25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia foi lida em
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm. A quercetina foi
utilizada como padréo na elaboracgdo da curva de calibragdo e os resultados foram expressos

em ug de quercetina por mL dos extratos.

2.7 Determinacéo do contetido de fenolicos totais

O contetdo de fendlicos foi mensurado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, adaptado de Mathew e Subramanian [22]. Em microplaca de 96 pogos foram
adicionados 20 pL dos extratos 2000 pg mL?, 200 pL de agua destilada, 20 pL do Folin-
Ciocalteu e 60 pL carbonato de sodioa 8,5%. Em seguida a placa foi incubada por 1h a 45°C
sucedida de leitura em espectrofotobmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 760
nm. O &cido gélico foi utilizado como padrdo para elaboracdo da curva de calibracdo e os
valores totais do contetdo fendlico foram expressos ug Equivalentes de &cido galico por mL

de extrato.

2.8 Analise Cromatograficas

No preparo das amostras para injecdo no CLAE-DAD, os extratos foram eluidos
em cartucho C-18 Strata Phenomenex® previamente condicionado. As amostras foram
eluidas em 10 mL de metanol, sendo o eluato coletado em tudo de ensaio de 15 mL. Todas
as solucdes foram filtradas por membranas GxF/PVDF 0,2 um.

A identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos foi realizada por um sistema
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD, Shimadzu). As condicOes de separacdo foram realizadas em sistema de
gradiente utilizando dois solventes como fase mdvel: solvente B (acido acético 2%) e C
(acetonitrila) (Tab. 1). Foi utilizado uma coluna analitica de fase reversa Shim-Pak C-18

(150 x 4,6 mm, 5 um de didmetro de particula), com taxa de fluxo constante de 1,2 mL.min"
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! acompanhada com sistema de fotodiodos. Um volume de injecao de 20 pL foi ministrado

e as injecOes foram feitas em triplicata.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do usado nas analises cromatograficas.

Tempo (min) B% C%
0,05-5 85 15
5,01-20 70 30
20,01-35 50 50
35,01-45 60 40
45,01-65 15 85
65.01-72 0 100

B=4cido acético 2%; C= acetonitrila
Os picos dos cromatogramas foram identificados e comparados com o tempo de
retencdo dos padrGes empregados acido cafeico, acido trans-fertlico, &cido rosmarinico e
acido trans-cindmico (todos da marca Sigma Aldrich), lidos no comprimento de onda de 254
nm.
Para validacdo do método foram utilizados os seguintes parametros: seletividade,
linearidade - sensibilidade, precisdo intra-corrida (repetibilidade), limites de deteccéo e
quantificagdo de acordo com Ribani e colaboradores [23] e ANVISA [24].

2.9 Analises estatisticas

Os resultados apresentados neste estudo representam a média de trés repeticbes (n=3) +
desvio padrdo (DP) da média. Foram analisados estatisticamente diferentes resultados para
as variaveis atividade antioxidante, fenélicos e flavonoides totais, comparando os resultados
do indice de confianga com o valor fixado do t-Student 3,18, com nivel de confianca 95%
utilizando o programa Microsoft Excel. As médias foram comparadas por analise de
variancia ANOVA e teste de Turkey (p<0,05).

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao dos solventes eutéticos (DES)

A espectroscopia de infravermelho gerou dois espectros (Figura 4a,b), ambos
apresentaram absorcGes em regiBes caracteristicas de grupos funcionais presentes nos
precedentes utilizados na formacdo dos DESs. As principais diferengas apresentadas entre 0s
espectros DES 1 e DES 2 podem ser visualizadas na intensidade de algumas bandas. Como as
vibragdes encontradas na regifo de 3371 a 3382 cm™, que estdo associadas a vibrages dos

grupos funcionais —OH e —NH2 presentes no cloreto de colina e ureia (DES 1) indicando



0 acréscimo do nimero de onda e aumento do deslocamento da intensidade devido a
formacdo das ligacbes de hidrogénio, caracterizando a criacdo do DES. Essas ligacOes
provavelmente podem existir como, OH---NH, OH---OH, NH---OH, NH---NH [25].
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Figura 4: Espectros de absorc¢ao de infravermelho na formacéo do DES 1 (a) e DES 2 (b) e
seus precedentes.

Em ambos os espectros foram visualizadas bandas especificas da funcéo alcool,
caracterizadas em atribuicdo do estiramento da ligacdo O-H em ligacdo de hidrogénio
intermolecular, no entanto, o espectro DES 2 demonstrou bandas mais largas e intensas
(3490-3382cm™), devido ao aumento da concentracdo dessa funcdo. Foi verificado
diferencas na absor¢édo correspondente ao dobramento do grupo carbonila (C=0) do DES 1
(1649-1475cm-1) e DES 2 (1631-1479cm-1), demonstrando a formacdo de ligacGes de
hidrogénio entre os reagentes, ou seja, a estabilidade dos DES se da pela caracterizacdo das
interacbes de hidrogénio responsaveis pela formacdo dos solventes. Esse aumento do
comprimento de onda do dobramento carbonila caracteriza o crescimento da densidade de

elétrons do oxigénio na carboxila, comprovando a geragéo de ligac6es de hidrogénio [26].

3.2 Atividade antioxidante

Como mostra a Tab. 2 o extrato MeOH (1,97 + 0,01) e EtOH (1,07 = 0,01)
obtiveram maiores valores do indice de atividade antioxidante (IAA) quando comparado aos
extratos DES 1 (0,44 =+ 0,01) e DES 2 (0,88 + 0,01). De acordo com Scherer e Godoy 2009
[27] o IAA esta associado a influéncia da concentragdo da solugédo de DPPH com o valor da
concentracdo efetiva média (CEsp), € que 0 aumento do indice esta relacionado a maior
capacidade dos extratos em estabilizar o radical, ou seja, quanto menor o valor de CEsg por

amostra, maior serd o consumo de DPPH e consequentemente maior sera sua atividade



antioxidante. Baseado nos valores de IAA descritos pelos autores, valores de IAA menor
que 0,5 apresentam atividade antioxidante baixa, entre 0,5 e 1,0 apresentam atividade
antioxidante moderada, entre 1,0 e 2,0 IAA considerada forte e acima de 2,0 atividade
antioxidante muito forte [9].

Tabela 2. Capacidade antioxidante dos extratos de M. albicans.

Solvente CEso (g mL™Y)  Faixas do CEsp IAA(ugmLY) £ DP  Faixas do IAA

BHT 17,53 Intensa atividade 3,42 +0,01 Intensa atividade
MeOH 30,33 Intensa atividade 1,97 £0,01 Intensa atividade
EtOH 55,65 Moderada atividade 1,07 £0,01 Forte atividade
DES 2 68,3 Moderada atividade 0,88 £0,01 Moderada atividade
DES 1 109,43 Baixa atividade 0,44 +£0,01 Baixa atividade

BHT (hidroxitoluenobutilado); MeOH (metanol); EtOH (etanol); DES 2 (cloreto de colina
+ 4cido citrico + agua); DES1 (cloreto de colina + ureia); CEsq (concentracéo efe- tiva
média); IAA (indice de atividade antioxidante); DP (desvio padréo). Todas as analises foram
feitas em triplicata

Os DESs investigados apresentaram faixa de IAA de baixa atividade para DES 1 e
moderada atividade DES 2. Embora poucos estudos tenham sido realizados com foco na
utilizacdo de solventes eutéticos na extracdo de compostos bioativos provenientes de
materiais vegetais [28], algumas pesquisas descritas na literatura tem mostrado resultados
promissores na aplicacdo de solventes eutéticos para extracdo de compostos fendlicos de

plantas que em geral s&o antioxidantes ativos [29] .

3.3 Teores de flavonoides e fendlicos totais

Na investigacdo da extracdo de flavonoides e fenolicos totais de M. albicans pelos
DESs e solventes convencionais como metanol e etanol (Fig. 5) foi observado que houve
maior extragdo de fendlicos. com o solvente metanol, com valor de 1023,1 pg EAG/g em
comparacdo ao etanol (932,3 pg EAG/g), DES1 e DES 2. Enquanto, na extracdo de
flavonoides, o solvente DES 1 apresentou melhor agdo com o teor de 73 pg EQ/g. Apesar
disso, o teor de fenolicos obtido no DES 2 (978,6 ug EAG/g) foi proximo ao teor obtido com

o metanol (1023,1 pg EAG/g), evidenciando eficécia desse solvente como extrator.
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Figura 5: Teor de fenolicos e flavonoides totais da espécie M. albicans comercializada. DES

1 e DES 2; Etanol (EtOH); Metanol (MeOH) + desvio padrao.

Tais resultados podem estar associados com solventes que possuem elevada
habilidade de formar ligacGes de hidrogénio com compostos fendlicos [30]. Neste caso, o
metanol e o DES 2 obtiveram maior interagdo e formacgéo de ligacdo de hidrOgenio
demonstrando melhores desempenho de extracdo para fenolicos, enquanto o DES 1 mostrou
melhor atividade na extracao de flavonoides. A remocéo de constituintes quimicos depende
principalmente das propriedades dos solventes propostos, diante disso os DESs, podem
realizar um papel importante na eficacia de extracdo em razdo de suas propriedades fisico-
guimicas como polaridade, viscosidade e solubilizacdo dos compostos fenolicos [31].

Conforme pesquisas realizadas por Dheyab (2021) [12], os DESs possuem
seletividade na extracdo de compostos bioativos, como acidos fendlicos e flavonoides e esta
seletividade pode mudar de acordo com a composicdo dos DES formado. E evidente que,
quando comparado ao solventes convencionais 0s resultados alcangados para 0s DESs
demonstraram que estes sdo excelentes extratores por apresentarem habilidades de
desempenharem uma imensidade de interagcdes com analitos bioativos [10]. Portanto, estes
resultados corroboram com os dados obtidos nesta pesquisa demostrando a eficacia dos
solventes eutéticos na extragdo de constituintes quimicos de M. albicans, além de serem
considerados ecoeficientes por apresentarem boa biocompatibilidade, sdo biodegradaveis,

nao inflamaveis sendo assim menos nocivo a salide humana e ao meio ambiente.

3.4 Analise Cromatografica

As condicBes cromatogréaficas desenvolvidas na identificacdo dos constituintes

quimicos de M. albicans foi iniciada a partir da seletividade dos padrdes acido cafeico, acido
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trans-ferulico, &cido rosmarinico e &cido trans-cinamico (Fig. 6).

254nm,4nm
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400000

300000
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Ac. rosmarinico

200000

100000

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo de reteng&o (min)

Figura 6: Seletividade dos padrdes e seus respectivos tempo de retencéo (tR). Acido cafeico
(tR 3,310 min), acido trans-ferulico (tR 6,255 min), acido rosmarinico (tR 10,386 min) e
acido trans cinamico (tR 12,041 min)

Os parametros relacionados a eficiéncia da separacdo foram avaliados. Com os dados
adquiridos por area através da medida da linearidade foram calculados os limites de deteccéo
e quantificacdo para cada acido padrdo (Tab. 3). Os valores obtidos para linearidade estéo
de acordo com o valor minimo estipulado pela RE n° 899: 0,9900.

Tabela 3. Limites de deteccéo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), Equacédo da Reta (ER),
Regresséo linear (R2), Tempo de retencéo (tR), Desvio padrdo (DP), Desvio padréo relativo

(DPR), indice de confianca (IC) por CLAE-DAD.

Analito LD? LQ? ER R®>  trmin®+DP DPR (%) IC
Ac. cafeico 0,013 0,040 y=4837,1x+34727 0,997 3,1840,25 7,81 0,12
Ac. ferdlico 0,010 0,310 y=4876,1x+15144 0,996 6,29+0,36 5,7 0,18

Ac. rosmarinico 0,020 0,620 y=1890x+836,03 0,994 10,42+0,13 1,25 0,06
Ac. Trans-cindmico 0,006 0,019 y=6933,7 +46857 0,999 12,13+0,08 0,63 0,04

2(Os valores séo expressos em pug mL?,
b O tempo é expresso em minuto.

Nas analises dos extratos preparados pelos diferentes solventes eutéticos DES 1 e
DES 2 e convencionais metanol e etanol foi possivel visualizar que todos os solventes
utilizados identificaram e quantificaram apenas o acido rosmarinico (Tab. 4). No entanto, o
solvente DES 1 demonstrou melhor extracdo para este acido. Em contrapartida, os acidos

cafeico, trans-ferulico e trans-cindmico ndo foram identificados por nenhum dos solventes

utilizados.



Tabela 4. Concentracdo de acidos fendlicos no extrato de M. albicans
Concentragio (ug/mL de extrato)

a HO.
o —
HO- \ 8] o= aH I'ETJD\/\H/C =11 E‘:; .‘;\', _‘.\. 40
; > \ { on N/ N
Ho =
Extrato HO OH OH
Hye™ oH

Ac. cafeico Ac. trans-ferulico Ac. rosmarinico Ac. trans-cinamico
DES 1 ND ND 2,117+1,05 ND
DES 2 ND ND 0,916+1,36 ND
Metanol ND ND 0,939+1,09 ND
Etanol ND ND 1,632+0,99 ND

ND (néo detectavel); Desvio padrdo calculado com n=3

Estudos realizados por Pieroni et al (2011) [32], Vasconcelos et al (2006) [33] e
Serpeloni et al (2011) [5] revelaram atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antimutagénica para a especie M. albicans. Tais propriedades farmacoldgicas relatadas
podem estar relacionadas a presenca dos constituintes quimicos encontrados nos extratos
como flavonol, rutina, quercetina,  3-(E)-p-cumaroil-a-amirina, a-amyrin,
acido epibetulinico, acido ursélico e acido epiursolico. O teor de &cido rosmarinico
detectado neste estudo demonstra significativa contribuicdo para suas atividades
terapéuticas. Este acido é conhecido por possuir potenciais efeitos biol6gicos, bem como
exibir acdo anti-inflamatdria e antioxidante [34], além de contribuir para a reducdo de
insulina e niveis de lipidios plasmaticos apresentando potencial mecanismo antidiabético
[35].

Desse modo, a extracado realizada com o DES 1 para o &cido rosmarinico, demostrou
maior eficiéncia, o que pode estar relacionando com a existéncia de iniUmeras redes de
ligagbes de hidrogénio que interagem intensamente com o0s compostos fenolicos
possibilitando sua extracdo [36]. Portanto, o resultado dessa analise demonstra mais uma vez
a aplicabilidade da utilizacdo de solventes eutéticos para extracdo de bioativos de M.
albicans comprovando a competéncia de tais solventes quando comparados aos solventes

convencionais.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho, pela primeira vez foi investigado a extracéo de bioativos fendlicos,
flavonoides e antioxidante da espécie M. albicans pelo uso de solventes eutéticos profundos.
As atividades foram comparadas com as espécimes com 0s solventes convencionais como
metanol e etanol. Todos os solventes utilizados extrairam o acido rosmarinico, porém ao
comparar a eficiéncia de extragdo dos solventes convencionais e eutéticos, observou-se que
o0 solvente eutético DES 1 obteve melhor eficicia na extracdo do acido rosmarinico. Os
resultados obtidos neste estudo, classificam os solventes eutéticos DES 1 e DES 2 como

eficazes na extracdo de bioativos de M. albicans.

O uso desses solventes para extracdo de bioativos tem se tornado uma opc¢do mais
segura e limpa por apresentarem propriedades especiais como baixa volatilidade, séo
biodegradaveis e facil preparacdo, além de serem menos nocivos ao meio ambiente
tornando-os ecoeficientes. Estudos posteriores devem ser realizados utilizando outros
solventes eutéticos a fim de identificar e quantificar novos bioativos da espécie do ponto
de vista quimico e farmacoldgico. Portanto este estudo se constituiu na valorizacdo da
biodiversidade do bioma Mata Atlantica, assim como contribuiu com os principios
ecoldgicos na utilizacdo de solventes que agridem menos 0 meio ambiente.
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Fig. a) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente DES 1 em CLAE-DAD com a

identificacdo do &cido rosmarinico (tr 10,449min)
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Fig. b) Anélise do extrato M. albicans utilizando solvente DES 2 em CLAE-DAD com a

identificacdo do &cido rosmarinico (tr 10,449min)
Fig. c) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente metanol em CLAE-DAD com a

identificacdo dos &cidos cafeico (tr 3,268min), trans-fertlico (tr 6,200min), rosmarinico (tr

10,449min) e trans-cindmico (tr 12,169min)
Fig. d) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente etanol em CLAE-DAD com a

identificacdo do rosmarinico (tr 10,892min)
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i. 1)
Fig. e) Analise do extrato metanolico de M. albicans nativa do municipio de Porto Seguro

em CLAE-DAD com a identificacdo do &cido rosmarinico (tR 10,068min).
Fig. f. 1,2. Andlise do extrato M. albicans nativa do municipio de Eunapolis utilizando

solvente metanol em CLAE-DAD com a identifica¢do do &cido rosmarinico (tR 10,095min)

e f 2) usando DES 2 com a identificacdo do &cido trans-ferulico (tR 6,45min).



Fig. g.1,2: g.1) Analise do extrato M. albicans nativa do municipio de Santa Cruz Cabralia
utilizando solvente metanol em CLAE-DAD com a identificagdo do acido trans-ferulico (tR
6,169min) e &cido rosmarinico (tR 10,068min). g. 2) acido citrico com identificagdo de do
acido trans-ferdlico (tR 6,518min) e acido rosmarinico (tR  10,170min).
Fig. h). Analise do extrato M. albicans nativa utilizando solvente metanol em CLAE-DAD
com a identificacdo do acido rosmarinico (tR 10,095min)

Fig. i.1,2: i,1) Analise do extrato M. albicans nativa utilizando solvente metanol. i,2) &cido

citricoem CLAE-DAD com a identificagdo do &cido rosmarinico ambos no (tR 10,068min).

39



Este artigo/capitulo esta formatado segundo as normas da Revista Quimica Nova
Disponivel no site: https://quimicanova.sbg.org.br/

ARTIGO 2

Investigacdo de similaridades em extracdo verde dos fitoconstituintes de

Miconia albicans de diferentes locais da Mata Atlantica do Sul da Bahia

Allana S. de Carvalho?®
4nstituto Federal da Bahia, 45810-000 Porto Seguro -BA, Brasil
bUniversidade Federal do Sul da Bahia, 45810-000 Porto Seguro -BA, Brasil

Investigation of similarities in green extraction of phytoconstituents of Miconia

albicans from different locations of the Atlantic Forest of Southern Bahia

ABSTRACT

The Atlantic Forest (MA) biome is considered one of the planet's richest sets of plant species
because it has great biological diversity. Remnants of AM found in different regions of
southern Bahia are becoming more and more the focus of study in the extraction of bioactive
compounds from plant species because plants with great pharmacological potential can be
found in these regions. Therefore, the base plant of this study, Miconia albicans (Sw.) Triana
collected in different regions of the South of Bahia when compared to the commercial plant
demonstrated through the technique of High-Performance Liquid Chromatography
(CLAE_DAD) relevant phenolic and total flavonoid contents, where the UAN region
showed higher content in the extraction of rosmarinic acid (23.33 ug/mL ) with methanol
solvent. While in the chemometric analysis of hierarchical grouping (HCA), it was verified
that the commercial M. albicans obtained more significant similarity with the plant
collected in the region of Santa Cruz Cabralia for presenting concentrations of chemical
constituents very close. Therefore, further studies on M. albicans should be conducted in
order to explore its herbal potential
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais que possui uma imensa flora de enorme variedade biol6gica, em
espécies vegetais distribuidas em diversos biomas. > Nesse contexto, pode-se destacar a
Mata Atlantica (MA) que corresponde com cerca de 23 % e 15% , respectivamente, da
riqueza da diversidade de plantas do pais (IBGE, 2004).3 A regido Sul do estado da Bahia,
Brasil é uma das areas que concentra grande parte de diversidade de planta do bioma e muitas
dessas com potencialidade fitoterapica ainda ndo foram investigadas e correm o risco de se
perder devido a devastagdo dessas areas vegetais.*

A Miconia albicans (Sw.) Triana pertencente ao género Miconia e familia
Meslastomaceae é comumente encontrada na MA.>" A espécie caracteriza-se por ser
arborea de até 3 metros de altura é, conhecida popularmente como “canela-de-velho”,
“maria-branca”, “lacre-branco”, “folha-branca”. Na medicina popular ¢ utilizada para fins
medicinais na forma de ch4, com o objetivo de tratamento de diversas patologias como dores
e inflamacges nas articulagdes, bursite, atrite, artrose, infeccbes geniturinarias, antiofidico,
prevencdo de infartos, regulacdo do ritmo cardiaco, problemas gastricos, vitiligo e alivio de
sintomas febris. °. Contudo, por ser bastante comum nas areas da MA e serem muito
comercializadas, torna-se pertinente a investigacdo do perfil fitoquimico de M. albicans
encontradas em diferentes regides da MA do Sul da Bahia a fim de verificar se ha
similaridades dos constituintes quimicos de plantas encontradas na regido em relacdo as
demais plantas da mesma espécie que ja sdo comercializadas em locais especializados. Nesse
cenario, MA é considerada importante foco de estudo por possuir extensa biodiversidade, nas
quais muitas familias que vivem entorno usufruem e tiram seu sustento através da abundancia
de seus recursos naturais.®

Na obtencéo de constituintes quimicos de plantas geralmente é feito o emprego de
solventes organicos. Nesse sentido, sdo realizados processos extrativos pelo uso de metanol,
hexano, cloroférmio e acetona que sdo altamente nocivos ao meio ambiente.X° E o uso dos
solventes eutéticos profundos (DES) tem se tornado uma opg¢do mais limpa e segura por
possuirem caracteristicas significativas, tais como baixa volatilidade, ndo inflamaveis, baixa
toxicidade além de facil preparo.t!

Este trabalho objetivou investigar a similaridade dos constituintes quimicos obtidos
via extracdo verde de M. albicans coletada em diferentes municipios do Sul do estado da

Bahia. A comparagéo considerou os perfis quimicos obtidos por Cromatografia Liquida de
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Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) e composicdo fenolica desse material e de material botanico

comercializado.
2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material vegetal

Foram adquiridas 200g de folhas secas de M. albicans embaladas em saco plastico
com validade de 6 meses, em local de comercializacdo na cidade de Porto Seguro - Bahia,
Brasil no més de novembro de 2021. Enquanto que o material botanico nativo ( folhas) de
M. albicans foram coletadas em bordadura de floresta em areas umidas e todas estavam
floridas, em diferentes fragmentos da Mata Atlantica localizados em cinco municipios do
Sul do estado da Bahia, Brasil. Canavieiras — BA, Rodovia BA 001 (15°34°33.1S
38°59°31.3” W), Una (15°17°00.7”’S 39°06°45.5”W), Porto Seguro — Bahia (16°48'34.6"S
39°08'46.7"W), Santa Cruz Cabralia (16°07'59.7"S 38°57'45.6"W) e Eunapolis
(16°17'03.5"S 39°32'07.5"W). Posteriormente, foram identificadas a partir da comparacao
com exsicatas depositadas no Herbario Professor Geraldo C.P. Pinto (GCPP) da
Universidade Federal do Sul da Bahia, no Campus Sosigenes Costa (Porto Seguro-Ba) sob
0 numero (GCPP 1110). A Figura 1 ilustra o mapa geografico dos locais de coleta da M.

albicans.

Localizacio dos municipios da coleta das espécies

Figura 1. Mapa de coleta da Miconia albicans
2.2 Preparo do solvente eutético

O DES foi preparado empregando uma mistura do cloreto de colina (Exodo
cientifica), acido citrico (Dindmica) e agua ultrapura 1:1:2 m/m. A mistura foi aquecida a
60°C durante 3h sob agitacao constante com ajuda de um agitador magnético. Apds resfriado
a temperatura ambiente, o solvente foi guardado em dessecador (Fluxograma 2).
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A > Agitacao - 3h

Resfriamento

Armazenado em
dessecador

Fluxograma 2: Preparo do solvente eutético. Autoria propria.

2.3 Preparo dos extratos

As folhas de M. albicans inicialmente foram secas em estufa por 72h a 40°C, em seguida
triturada em moinho de facas, peneiradas em agitador de peneiras (Lucadema, modelo 04/01) a
granulometria 0,450 mm. Para as extra¢fes dos constituintes a metodologia foi adaptada de Christina
Bakirtzi.'? Foi preparado solugdes do solvente em agua ultrapura DES a 80% e metanol 60%, e foi
adicionado 0,1 g das folhas moida e 5 mL de solvente. Sendo a mistura agitada manualmente e
conduzida no banho ultrassénico (Cristofoli-modelo 11/2010 - 220V~0,17 kW — 0,8 A,
f=50/60 Hz ¢ funtrassonica= 42 kHz) a 60 °C por 100 min, logo apds foram centrifugados a
2,954 XG por 20 min, como mostra o fluxograma abaixo. Em seguida os sobrenadantes

foram guardados sob refrigeracdo para posteriores analises.

Banho urasséeico
60°C por 100 min por

Fluxograma 1: Extracao dos constituintes da M. albicans com o solvente eutético e

convencional. Autoria prépria.
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2.4 Determinacao do contetdo de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi obtido por adaptacdes da metodologia descrita por
Banov?3, como representado na Fig. 2, utilizando como padrio a quercetina para elaboragéo
da curva de calibracéo e os resultados foram expressos em pg de quercetina por mL dos
extratos. Foram preparadas solucdes de AlClz a 2,5 %, solugdo padréo e solucdo dos extratos.
Em seguida foram adicionados a uma placa de 96 pocos 150 pL das solugdes, 150 pg mL™*
dos extratos e 150 L de solucdo etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) 2,5%, incubada a
25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia foi lida em espectrofotometro UV-
VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm.

\ Microplaca de 96 pogos X

Solugdo AlCl;

\ Espectrofotémetro UV-vis (420 nm \
a2,5%

=

‘ Incubou-se por 15min a 25°C \

<«

\ 150 pL da solugdo AICI3 a 2,5 % \

Solugdo
padrao

\ 150 pL da solugdo dos extratos X

Solugdo dos

I

‘ 150 pL da solugdo do padrdo X

Figura 2: Obtencdo do contetdo de flavonoides totais.

No procedimento, 150uL das solugdes, 150ug mL*dos extratos e 150 pL de solugéo
etanolica de cloreto de aluminio (AICls) 2,5% (0,025g mL?) foram adicionados em
microplaca de 96 pocos e incubada a 25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia
foi lida em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm. A
quercetina foi utilizada como padréo na elaboracdo da curva de calibragéo e os resultados

foram expressos em pg de quercetina por mL dos extratos.

2.5 Determinacéo do contetido de fenolicos totais

Para a determinacdo do conteudo de fendlicos foi empregado o método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu, adaptado de Mathew e Subramanian*. Em resumo, foram adicionados
20 pL dos extratos, 200 pL de &gua destilada, 20 pL do Folin-Ciocalteu ¢ 60 uL carbonato
de sddio a 8,5% a microplaca de 96 pocos posteriormente a placa foi incubada por 1h a 45°C
e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a

760 nm. Utilizou-se o acido galico como padrdo para elaboracdo da curva de calibracéo e os
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valores totais do contetdo fendlico foram expressos pg Equivalentes de acido galico por mL

de extrato.

2.6 Preparo das amostras para anélise em CLAE-DAD

Para a extracdo em fase soOlida utilizou-se cartuchos C18 Strata Phenomenex®
anteriormente condicionados, na eluicdo de 10 mL dos extratos MeOH, agua, extrato (6:2:2
v/v/v) o eluato foi coletado em tubo de ensaio de 15 mL, filtrados por membranas GxF/PVDF
0,2 um e manipulados no injetor cromatografico com a ajuda de microsseringa com
capacidade para 200 pL.
2.7 ldentificacéo dos perfis quimicos em CLAE-DAD

A identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos foi feita através do sistema
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) Shimadzu). Para as condi¢cdes de separacdo foi utilizado sistema de gradiente
contendo dois solventes como fase mével solvente B (&cido acético 2%) e C (acetonitrila),
conforme Tabela 1 e a pressao foi de 1,0 mL min-1. Foram injetados 20 puL das amostras e

as andlises foram realizadas em triplicata (n=3).

Tabela 1. Gradiente empregado na analise CLAE-DAD

TEMPO
(min) B% C%
0,05-5 85 15
5,01-20 70 30
20,01-35 50 50
35,01-45 60 40
45,01-65 15 85
65,01-72 0 100

B= acido acético 2%; C= acetonitrila

O reconhecimento dos compostos fenolicos foi feito confirme sua ordem de eluicéo,
comparando o seu tempo de retencdo com os padrdes empregados (acido cafeico, acido
trans- feldrico, &cido rosmarinico e 4cido trans-cindmico), no comprimento de onda de 254

nm.

2.7 Analises estatisticas

Os resultados apresentados neste estudo representam a média de trés repeticdes (n=3)

+ desvio padrédo (DP) da média. Foram analisados estatisticamente diferentes resultados para
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as variaveis atividade antioxidante, fenolicos e flavonoides totais, comparando os resultados
do indice de confianca com o valor fixado do t-Student (2,14), com nivel de confianca 95%
utilizando o programa Microsoft Excel. As médias foram comparadas por analise de
variancia ANOVA e teste de Turkey (p<0,05). A partir dos dados obtidos no HPLC, foram
realizados a plotagem dos graficos, com o auxilio do software Origin 2022. Os espectros
foram submetidos a analise multivariada para verificar a similaridades nas diferentes
amostras, aplicando o PCA e HCA, com o auxilio do software Statistica 2022.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teores de fendlicos e flavonoides totais

46

O conteudo de fendlicos e flavonoides totais nos extratos de M. albicans sdo expressos na

Fig. 3. Os conteldos apresentaram variacdo entre os espécimes coletados em diferentes

localidades em comparagdo com o material botanico comercializado usando diferentes

extratores, mostrandodiversidade na composi¢do quimica dos constituintes de M. albicans.

m Fenolicos ng EAG/g - MeOH
Fenolicos ng EAG/g - DES

A Flavonoides g EQ/g - MeOH
(-:;IT m Flavonoides ng EQ/g - DES
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Figura 3: Teores de fendlicos e flavonoides totais de diferentes regides do Sul da Bahia e
planta comercial. Metanol (MeOH) e (DES — cloreto de colina/acido citrico/agua).

Neste estudo, foi possivel visualizar que todos os fragmentos da MA investigados
nos diferentes municipios do Sul do estado da Bahia, obtiveram conte(do de compostos
fendlicos de M. Albicans usando diferentes extratores. Pieroni et al (2011),%° observaram um
valor de compostos fenolicos superior ao encontrado neste trabalho correspondendo a 70,04
+ 0,12 mg GA/g (70040 pg EAG/g) de extrato seco, presentes no extrato metandélico de M.

albicans, o que poderia ter influenciado nessas variagdes observadas seria as condi¢Oes
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climatoldgicas, origem geografica, época de coleta das folhas e dissemelhancas nas
caracteristicas do solo.®

Desse modo, o emprego de solventes DES em substituicdo aos solventes
convencionais como uma opg¢do mais limpa e segura na extracao de constituintes quimicos
de M. albicans mostrou ser promissor na extracdo de fendlicos e flavonoides tanto na
extracdo com a planta nativa de diferentes regides que variaram de 726-2625,45 ug EAG/g
(fendlicos) e 706,5-1176,5 ug EQ/g (flavonoides) quanto para a planta comercializada 978,6
ug EAG/g (fendlicos) e 45,5 ug EQ/g (flavonoides). Ao comparar as extragdes, observa-se
que a planta nativa obteve maiores contetudos de fendlicos e flavonoides, essas variagdes
podem estar associadas ao fato da planta comercial sofrer diversos processos que vai desde
a sazonalidade da colheita do material vegetal, coleta e secagem da planta.

Estudos realizados por Alsaud 2021, desmonstraram que a extracdo de constituintes
quimicos de espécies vegetais utilizando DES podem estar relacionada com as caracteristicas
dos DES proposto tal como, a natureza dos seus constituintes. E que as propriedadades
fisico-quimicas como polaridade, viscosidade e solubilizacdo dos compostos fenolicos
exibem um papel importante na eficicia de extracdo de componentes bioativos de plantas.8
3.2 Analise por CLAE-DAD

As analises cromatogréaficas foram realizadas a partir da seletividade dos padrdes

acido cafeico, acido trans-ferdlico, &cido rosmarinico e acido trans-cindmico (Fig. 4).

254nm,4nm
500000 Ac. trans;cindmico

400000

300000

Intensidade
-Ac. rosmarinico

200000

C. trans-fertilico

100000

0+

Tempo de reteng&o (min)

Figura 4: Cromatograma dos padrdes acido cafeico (tR 3,310 min), acido trans-ferdlico (tR

6,255 min), acido rosmarinico (tR 10,386 min) e acido trans cinamico (tR 12,041 min)
Para avaliacio da linearidade foi usado o coeficiente de determinacio R? adquirido a

partir da curva de calibracdo produzida com 5 niveis de concentra¢des, variando (15,56-

260,0 pg mL1). Através dos dados obtidos pela curva de calibragio foi possivel calcular os



limites de deteccdo e quantificacdo para cada &cido Tab. 2. Os valores alcancados para
linearidade estéo de acordo com o valor minimo estipulado pela RE n° 899: 0,9900.%°
Tabela 2. Limites de deteccdo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), Equacédo da Reta (ER),
Regresséo linear (R2), Tempo de retencdo (tR), Desvio padréo (DP), Desvio padréo relativo
(DPR), indice de confianca (IC) por CLAE-DAD.

Analito LD:  LQ® ER R?  trmin®+DP DPR (%) IC
Ac. cafeico 0013 0,040 y=4837,1x+34727 0997 3,18+0,25 7,81 0,12
Ac. ferulico 0010 0310 y=48761x+15144 0996 6,29+036 57 0,18

Ac. rosmarinico 0,020 0,620 y=1890x +836,03 0,994 10,42+0,13 1,25 0,06
Ac. Trans-cindmico 0,006 0,019 y=6933,7 +46857 0,999 12,13+0,08 0,63 0,04

2(Os valores séo expressos em pug mL1,
b O tempo é expresso em minuto.

A tabela 3 corresponde a concentragdo de &cidos fenolicos encontrados em M.
albicans nas diferentes regiGes do Sul da Bahia e planta comercial

Tabela 3. Concentracédo de acidos fenolicos em M. albicans dos diferentes municipios

localizados no Sul da Bahia e material botanico comercial.

Concentracéo (ng/mL de extrato)

OH

Regido Extrato Ac. Cafeico Ac. trans-feralico Ac. Rosmarinico Ac. trans-cindmico
Porto Seguro - ND ND 2,54+0,56 ND
2 ND ND ND ND
Eunapolis + ND ND 2,15+1,20 ND
2 ND 4,69+8,13 ND ND
Santa Cruz 1 ND 1,31+1,34 3,35+4,14 ND
Cabralia 2 ND ND ND ND
Canavieiras * ND ND 2,83+0,34 ND
2 ND ND <LQ ND
Una * ND ND 23,33+2,59 ND
2 ND ND 3,05+0,43 ND
Planta comecial * ND ND 0,93+1,09 ND
2 ND ND 0,91+1,36 ND

ND (nédo detectavel); Desvio padrdo calculado com n=3; <LQ (detectavel, mas nao
quantificavel); metanol — MeOH (1) e eutético DES (2).

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que todos os municipios investigados
inclusive material botanico comercial demonstraram presenca do &cido rosmarinico
utilizando extratores diferentes, enquanto o municipio de Santa Cruz Cabralia apresentou
também a presenca do &cido trans-ferulico. Em contrapartida os acidos cafeico e trans-
cindmico ndo foram detectados em nenhum dos locais investigados, nem no material

botanico comercializado. Contudo, constatou-se que os perfis cromatograficos dos extratos
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do material botanico nativo encontrados sdo semelhantes aos extratos comercialmente

adquiridos, indicando se tratar da mesma planta, como mostra a Fig. 5.

25000

Nativa
Comercial

20000 ~

15000 ~

10000
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5000

-5000

Tempo de retengdo (min)

Figura 5. Semelhancas entre os perfis cromatograficos do material boténico
comercializado e nativo.

As variacbes observadas nas concentracdes dos &cidos fenolicos podem estar
relacionado a diversos fatores, como relacao da planta com o meio externo, clima, colheita
da planta entre outros.® Outro aspecto importante € que a presenca desses &cidos fendlicos
em plantas estdo associados a atividades antioxidante, antiviral, antimicrobiana e anti-
inflamatoria.?® Estudo realizado por Tomé et al (2019),%2 demonstraram atividade
antimicrobiana do extrato etanélico bruto de M. albicans contra L. innocua, da fracdo acetato
de etila contra B. cereus, cepas de L. innocua, L. monocytogenes e fragcdo hexano frente L.
Monocytogenes. Neste estudo, foi demonstrado semelhancgas na extragdo do acido rosmarinico
tanto para as plantas coletadas em diferentes regides quanto para a planta comercial, estudos
descritos na literatura mostram uma imensidade de atividades biolégicas para este &cido como
anti-inflamatorias, antimutagénica, antibacteriana, antiviral e antioxidante, substancias essas
responsaveis pelo efeito protetor de diversas patologias.?’ Portanto os resultados apresentados
corroboram que a M. albicans € uma espécie promissora na investigacdo de compostos
biologicamente ativos.

Objetivando a comparagdo dos perfis quimicos dos extratos preparados por
diferentes extratores foi utilizado técnicas de analise multivariaveis para agrupar dados a
partir da extracdo dos constituintes acidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico e trans-
cinamico de M. albicans comercializada e coletadas em diferentes regiées do Sul da Bahia.
Dessa forma, os dados cromatograficos foram utilizados como ferramentas para as analises
quimiomeétricas como PCA e HCA para diferenciar os compostos bioativos investigados,

mesmo estes ndo sendo quantificados.?
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Com base nisso, um gréafico de cotovelo (screen plot) (Fig. 6) foi plotado indicando
dois componentes principais (PCs) PC1 e PC2, onde o PC1 e PC2 descreve 88% das

variancias obtidas.

2
oc

Figura 6 - Grafico de cotovelo, obtido atraves dos dados gerados por HPLC.

A partir dos valores encontrados de PC1 e PC2 (PC1 48% e PC2 40%) foi obtido
gréfico de score (Fig. 7), que evidencia o agrupamento das amostras com a formacao de trés
grupos (A, B e C) por grau de similaridade de acordo com suas composi¢des quimicas,
acentuando também as diferenciagdes entre elas. No Grupo A composto por: Porto Seguro
e Eunapolis, Grupo B composto por Una e Canavieiras, e 0 Grupo C composto por planta

comercial e Santa Cruz Cabralia.
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Figura 7. Gréfico de scores (PC1 x PC2). DES - solvente eutético, MeOH — metanol, CN —
Canavieiras, EU — Eunéapolis, PS — Porto Seguro, SCC - Santa Cruz Cabralia, UNA — Una

e PC — Planta comercial.
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E entre as oito variaveis utilizadas (DES — acidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico
e trans-cindmico) e MeOH (&cidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico e trans-cinamico)
responsaveis pelo agrupamento das amostras foi verificado que os compostos quimicos
responsaveis por discriminar o grupo A foram os &acidos trans-ferulico e trans-cindmico
extraido em maior proporgdo pelo DES, enquanto que no grupo B o &cido com maior teor
de extracdo foi o rosmarinico pelos solventes metanol e DES, ja o grupo C obteve maior
diferenciacdo dos compostos bioativos investigados, acidos cafeico, trans-feralico pelo
solvente metanol e trans-cindmico pelo solvente DES.

Ademais, as andlises pela utilizacdo das areas geradas por CLAE apontam que a
planta comercial se assemelha a planta coletada em Santa Cruz Cabréalia, ambas possuindo
0S mesmos compostos bioativos extraidos diferenciando apenas na concentracdo. Por fim,
com a anélise de agrupamento hierarquico (HCA) (Fig. 8) foi possivel confirmar quais das
amostras tiveram maior grau de similaridade com a amostra comercial, que foi SSC,
complementando a informagdo mostrada no grafico de scores. Assim, o dendrograma de
andlise de agrupamento hierarquico aponta a formacéo de dois grupos principais (PC e SCC)
e um subgrupo dividido entre (CN e UNA; EU e PS).

(LT[ s ] L

1000 L
2000

30001

4000

50001

6000

7000

8000~

Figura 8 - Andlises de agrupamento hierarquico. PC — Planta comercial, SCC — Santa
Cruz Cabralia, CN — Canavieiras, UNA — Una, EU — Eunépolis e PS — Porto Seguro

Toda via, verifica-se que ndo existem distancias discrepantes entre 0s grupos
formados, nota-se que CN e UNA se parece um pouco mais com EU e PS, que por sua vez
se assemelha a planta comercial. Contudo, as diferencas encontradas nas analises podem
estar diretamente associadas ao local de extracdo das plantas investigadas, pois, variaveis
como estacdo do ano, ambiente, nutrientes presentes no solo e concentragdo de metabolitos

secundarios presentes na planta sdo responsaveis por diferenciar plantas de mesma espécie.*®
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3. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que os constituintes quimicos presentes
em M. albicans coletadas em fragmentos da Mata Atlantica localizados em diferentes
municipios do sul da Bahia em comparacdo com o material botanico comercializado,
demonstraram que as concentracdes dos constituintes variaram entre os diferentes
municipios a depender dos solventes utilizados na extracdo. Contudo, utilizando as analises
multivariavies PCA e HCA foi possivel concluir que o municipio de Santa Cruz Cabralia
apresentou maior similaridade dos constituintes quimicos com o material botanico
comercial. Devido a isso, as diferencas encontradas nas concentraces de M. albicans em
diferentes municipios do Sul da Bahia pode estar associada a diferentes variaveis de cultivo
da planta, como clima, tipo de solo, relacdo da planta com o meio externo entre outros.
Diante disso, por apresentar uma vasta diversidade bioldgica, a Mata Atlantica consiste em
uma area de enorme relevancia para a bioprospeccdo de constituintes quimicos de espécies

vegetais onde podem ser descobertas plantas com imensa potencialidade farmacoldgica.
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CONCLUSAO GERAL

No primeiro artigo, pode-se perceber que a espécie M. albicans apresentou variados
teores de fendlicos e flavonoides totais pela extracdo de solventes eutéticos (DES) e
convencionais. A substituicdo de solventes convencionais por DES vem se tornando uma
opcdo mais limpa e segura, pois estes apresentam propriedades especificas como boa
biocompatibilidade, ndo sdo reativos além de serem biodegradaveis. Na atividade
antioxidante, a M. albicans, exibiu variacdes nos valores de indice de atividade antioxidante
(IAA) como intensa e forte atividade para a extracdo com solventes convencionais e
moderada e baixa atividade com DES. Além disso, foi possivel identificar através da analise
em CLAE-DAD, os acidos cafeico, feralico, rosmarinico e trans-cindmico com os extratores
metanol e DES, porém foi possivel quantificar somente o acido rosmarinico. Entretanto,
novos estudos devem ser realizados utilizando outros acidos fendlicos a fim de quantificar e
identificar componentes na planta M. albicans.

No segundo artigo, foi possivel perceber que todos os fragmentos da Mata Atlantica
investigados em diferentes municipios do Sul da Bahia exibiram contetdo de fendlicos e
flavonoides totais de M. albicans, porém o municipio de Canavieiras mostrou maior
concentracdo (2625,45 ug EAG/g) de fenolicos extraidos com solvente DES, enquanto o
municipio de Porto Seguro mostrou maior extracao no teor de flavonoides (1383 pg EQ/Q)
com extrator metanol. No entanto, foi possivel concluir também através das técnicas

quimiométricas PCA e HCA que o material botanico comercializado neste estudo obteve
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maior grau de similaridade de constituintes quimicos com a planta coletada no municipio de
Santa Cruz Cabralia. Portanto sdo notdrias a importancia e a necessidade da descoberta de
novos compostos fenolicos oriundos de espécies vegetais que possam contribuir de forma
significativa para o bem-estar da saide humana no combate a diversas patologias como

cancer e doencas neurodegenerativas.
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CARVALHO, Allana Souza de. Uso de solventes eutéticos profundos na extracdo de
constituintes de Miconia albicans (Sw.) Triana. Orientador: Luciano da Silva Lima. 2023.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Tecnologias Ambientais) — Universidade Federal do Sul
da Bahia; Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia, Porto Seguro, 2023.

RESUMO GERAL

H& muito tempo o ser humano utiliza espécies vegetais para o tratamento e cura de
diversas patologias. Apesar de diversas substancias ja terem sido isoladas, ainda existem muitos
compostos que se encontram desconhecidos frente a imensa diversidade bioldgica presente no
reino vegetal. Estes compostos provenientes de vegetais podem apresentar acdes benéficas
sobre a salde humana, como o de agdo antioxidante. Os antioxidantes sdo0 compostos com
habilidades de impedir ou inibir o impacto dos radicais livre que estdo associados ao
desenvolvimento de doencas crénicas como diabetes e cancer. Geralmente a obtencdo desses
compostos bioativos sdo realizados por extra¢6es liquido-liquido ou soélido-liquido pelo uso de
solventes que normalmente apresentam alguns efeitos nocivos ao meio ambiente. Desta forma,
a dissertacdo apresenta o estudo dividido em dois artigos. O primeiro objetiva a comparacao da
eficiéncia da extracdo de solventes eutéticos e convencionais na extracdo dos bioativos
fendlicos, flavonoides e antioxidante da Miconia albicans (Sw.) Triana. Nesse contexto, foram
preparados e caracterizados solventes eutéticos, os quais foram avaliados a capacidade
antioxidante pelo método de sequestro com o radical livre DPPH, teores de fendlicos e
flavonoides totais, além da caracterizacdo quimica pela identificacdo de acidos fendélicos por
CLAE-DAD. No segundo artigo buscou a comparacéo da extracdo de bioativos da M. albicans
comercializada versus a planta nativa coletada em diversas regides da Mata Atlantica Sul da
Bahia. Assim, os resultados indicaram que a extracdo pelo uso do solvente eutético profundo
(DES) demonstram ser mais efetivos nas avaliagdes dos constituintes em M. albicans, sendo
uma alternativa mais limpa e verde do que os solventes convencionais.

Palavras-chaves: Acidos fendlicos, Mata Atlantica, Antioxidante
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CARVALHO, Allana Souza de. Use of deep eutectic solvents in the extraction of
constituents of Miconia albicans (Sw.) Triana. Advisor: Luciano da Silva Lima. 2023.
Dissertation (Master’s in Environmental Science & Technology) — Universidade Federal do Sul
da Bahia; Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia, Porto Seguro, 2023.

ABSTRACT

For a long time, human beings have used plant species to treat and cure various
pathologies. Although several substances have already been isolated, many compounds are still
unknown due to the immense biological diversity present in the plant kingdom. These
compounds from vegetables may benefit human health, such as antioxidant action. Antioxidants
are compounds that can prevent or inhibit the impact of free radicals associated with the
development of chronic diseases like diabetes and cancer. Generally, the extraction of these
bioactive compounds is carried out by liquid-liquid or solid-liquid extractions using solvents
that usually have harmful effects on the environment. Thus, the dissertation presents the study
divided into two articles. The first aims to compare the efficiency of the extraction of eutectic
and conventional solvents in the extraction of phenolic bioactive, flavonoids, and antioxidants
of Miconia albicans (Sw.) Triana. In this context, eutectic solvents were prepared and
characterized and evaluated the antioxidant capacity by the method of sequestration with the
free radical DPPH, phenolic and flavonoid contents, in addition to the chemical characterization
by the identification of phenolic acids by HPLC- DAD. In the second article, we sought to
compare the extraction of bioactives from the commercialized M. albicans versus the native
plant collected in several regions of the Atlantic Forest South of Bahia. Thus, the results
indicated that the extraction by using the deep eutectic solvent (DES) is more effective in
evaluating the constituents in M. albicans, a cleaner and greener alternative than conventional
solvents.

Keywords: Phenolic acids, Atlantic Forest, Antioxidant
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1 INTRODUCAO GERAL

Nas Ultimas décadas tem havido um crescente interesse em estudos relacionados com
plantas estas por sua vez, constituem a fonte mais antiga de farmacos consumidos pela
humanidade por possuirem agentes terapéuticos que sdo eficazes no tratamento de cura e
prevencéo de diversas patologias (CORDEIRO et al., 2022; RODRIGUES et al., 2022). Entre
as substancias investigadas com interessantes efeitos biologicos destacam-se 0s compostos
fendlicos, os quais constituem o principal grupo de antioxidantes de origem vegetal. Os
flavonoides compreendem a mais importante classe de fenolicos que apresentam elevado poder
antioxidante (PIERONI et al., 2011). Os flavonoides sdo tipos de fendlicos com elevado poder
antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; MORAIS et al., 2009). Os antioxidantes séo
compostos que apresentam habilidades de impedir ou inibir o impacto de certas enzimas que
estdo associadas ao desenvolvimento de doencas cronicas como diabetes e cancer (BANOV et
al., 2006; MATHEW; SUBRAMANIAN, 2014), além disso, substancias antioxidantes tem
também potencial de induzir respostas de defesa de plantas as doencas fitopatogénicas
(RESENDE, 2021).

O reino vegetal possui ainda grande biodiversidade, e novos compostos podem ser
encontrados. O Sul do estado da Bahia destaca-se por conter uma imensa area de vegetacdo
preservada, como o bioma Mata Atlantica. Esse bioma abrange cerca de 15% do territorio
nacional, o qual possui extensa diversidade bioldgica, sendo composta por formacdes florestais
e ecossistemas associados tornando-o0 um dos conjuntos mais ricos de natureza vegetal e animal
do planeta (ARAUJO, 2013; CRUZ et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Diante do contexto
apresentado e da ampla biodiversidade de espécies vegetais existentes, a Mata Atlantica do Sul
da Bahia constitui-se em uma &rea de grande interesse para a extracdo de compostos bioativos,
uma vez que nessa regido podem ser encontradas plantas com grande potencial farmacolégico,
e essa variedade de plantas com potencialidade antioxidante e outras atividades biologicas
podem se perder, devido a diminui¢do dessas areas vegetais e consequentemente o crescimento
urbano (HAMANN et al., 2020; PIERONI et al., 2011; SOUZA; LIMA; HACKENHAAR,
2020)

Inimeras espécies de plantas vém sendo exploradas comercialmente devido interesse
farmacoldgico, sdo comercializadas em feiras livres ou casas especializadas, 0 que gera renda
para comunidades que vivem em torno de regides de grande diversidade bioldgica. Dentre as
espécies de plantas comercializadas, destaca-se a Miconia albicans (Sw.) Triana (Figura 1),
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pertencente a familia Melastomataceae, conhecida popularmente como canela-de-velho. E uma
espécie arborea muito utilizada na medicina tradicional do nordeste do Brasil para dor nas
articulacGes (artrite, artrose), disfuncdes estomacais e intestinais, inflamacéo dentéria e outras
situac@es inflamatorias dolorosas. As folhas de M. albicans sdo geralmente utilizadas na forma
de chas, feito através de infusdo (QUINTANS-JUNIOR et al., 2020). A ingestdo de chés
preparados na forma de infusdo auxilia na extragdo dos compostos fenolicos considerados
benéficos a satide (MORAIS et al., 2009)

Estudos descritos na literatura identificaram por técnicas como cromatografia gasosa,
cromatografia liquida acoplada a espectometria de massa (HPLC-LC-ESI-MS/MS),
cromatografia em camada e HPLC inUmeros constituintes quimicos em extratos de diferentes
polaridades (hexano, metanol, etanol, etc) em M. albicans (Tab. 1) e a estes, foram atribuidos
as acdes antifungica, antitumoral, analgésica, antimalarica e antimicrobiana (extrato etandlico)
que foi explicada devido a presenca de um conjunto de substancias, como &cidos triterpénicos,
além de efeitos protetores contra danos no DNA induzidos pela doxorrubicina e inibi¢do da
tirosinase (CELOTTO et al., 2003; SILVA et al., 2002;CREVELIN et al., 2006; PIERONI et
al., 2011; HAMMAN et al., 2020).

,‘ 2 » /

Figura 1. Representacédo da espécie M. albicans (Sw.) Triana. Autoria prépria.

Por ser uma planta comumente empregada na medicina popular e com um enorme potencial
terapéutico, torna-se pertinente o desenvolvimento de pesquisas com a finalidade de
proporcionar mais informacgdes sobre a potencialidade farmacoldgica dessa espécie permitindo
assim o uso seguro desse vegetal pela populagdo (SOUZA; LIMA; HACKENHAAR, 2020).



Tabela 1. Substancias isoladas da espécie M. albicans
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Substancias isoladas Técnicas utilizadas Extrato Referéncia
Cromatografia gasosa Hexano Crevelin et al 2006
a—amirina B—amirina
HO /4
{3
o g on HPLC-LC-ESI-MS/MS Etanol Hamman et al 2020
Acidocglégico
COOH
H3CO OCH,4
H
Acido siringico
OH
Cromatografia em camada e HPLC Metanol Pieroni et al 2011




Geralmente na obtencdo de constituintes quimicos de espécies vegetais séo
empregados solventes organicos que apesar de serem eficientes na extracdo, possuem
restricGes quanto ao seu uso, pois sdo inflamaveis, toxicos, volateis e ndo sdo biodegradaveis,
0 que acarreta impactos nocivos a salde e ao meio ambiente. Nos Gltimos anos, uma das
descobertas mais promissoras no mundo da Quimica Verde foi o desenvolvimento de
solventes verdes, como os lonic Liquid (ILs) e os Solventes Eutéticos Profundos (Deep
Eutectic Solvents - DES) (KUDLAK; OWCZAREK; NAMIESNIK, 2015; OZEL; ELIBOL,
2021; ZDANOWICZ; WILPISZEWSKA; SPYCHAJ, 2018). Devido a sua grande
capacidade de dissolver compostos bioativos oriundos de varios tipos de biomassa, houve
uma crescente demanda no uso de ILs como solventes para diviséo, extracdo e purificagdo

de compostos bioativos (VENTURA et al., 2017).
Porém, existe uma preocupacdo em relacéo a aplicabilidade dos ILs para extracdo

de compostos bioativos, pois 0s mesmos possuem alta toxicidade, causando assim efeitos
nocivos a salde e ao meio ambiente, além de elevado custo (GORKE; SRIENC;
KAZLAUSKAS, 2010; HAYYAN et al., 2015; JUNEIDI; HAYYAN; HASHIM, 2015;
JUNEIDI; HAYYAN; MOHD ALLI, 2016; MBOUS et al., 2017). Apesar dos ILs terem sido
aceitos como uma fonte de alternativa aos solventes convencionais, por possuirem
propriedades que se destacam para 0s pré-requisitos da Quimica Verde, como néo
inflamaveis e reutilizaveis, estes ndo atenderam a expectativa, ao quesito custo que é de 5 a
20 vezes mais caro do que os solventes convencionais utilizados (DOGAN CALHAN;
ULGER, 2018). Surge entdo uma nova busca por solventes alternativos que venham a
substituir os ILs e os solventes convencionais utilizados para extragdo de compostos
bioativos. Essa busca tem levado ao uso de solventes eutéticos profundos, que foram aceitos
como solventes verdes promissores na extracdo de bioativos de espécies vegetais, por
possuirem caracteristicas especiais como alta pureza e condutividade, ndo séo inflamaveis,
possuem estabilidade térmica além de facil preparacdo (DOLDOLOVA et al., 2021; LI et
al.,, 2016; MAJIDI; HADJMOHAMMADI, 2021). Os DES podem ser preparados,
utilizando-se uma combinacdo de materiais que consiste em um aceitador de ligacdo de
hidrogénio (HBA) e um doador de ligacéo de hidrogénio (HBD). O cloreto de colina é o HBA
mais utilizado como aceitador de hidrogénio, por ter propriedades particulares tais como
barato, biodegradavel e ndo téxico (ALSAUD; SHAHBAZ; FARID, 2021).

Desta forma, torna-se importante a extracdo de constituintes quimicos de produtos
naturais utilizando-se novas rotas verdes as quais sdo consideradas alternativas mais limpas

e sustentaveis, apresentando menos ricos a vida, a salde e ao meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar a eficiéncia da extragdo dos solventes eutéticos e convencionais na obtencéo
de compostos bioativos de material botanico da espécime M. albicans comercializada,
e comparar similaridade de constituintes quimicos do material botanico comercializado
versus material botanico nativo coletado em diferentes fragmentos da Mata Atlantica

localizados em alguns municipios do Sul da Bahia, utilizando anélises quimiométricas.

2.2 Objetivos especificos

. Adquirir material botanico da espécime M. albicans comercializada e coletar em
fragmentos da Mata Atlantica do Sul da Bahia;

. Obter os extratos dessa planta utilizando solventes verdes e convencionais;

. Avaliar o perfil cromatogréafico de ambas extragdes por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

. Comparar a eficiéncia de ambas extracdes;

. Pesquisar na literatura informacfes a respeito da espécie M. albicans e seus

possiveis efeitos fitoterapicos.

. Investigar semelhanca da composicdo quimica entre o material botanico
comercializado e nativo dos diferentes municipios do Sul da Bahia, baseado nos dados obtidos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE-DAD.

. Obter as analises exploratorias por Analises de Componentes Principais (PCA) e Analise
de agrupamento Hierarquico (HCA) dos dados obtidos por CLAE-DAD, para possivel
discriminacéo, agrupamento e similaridade entre as amostras comercializadas e coletada
na Mata Atléantica do Sul da Bahia.

15
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Green extraction of bioactive components of Miconiaalbicans (Sw.) Triana

using deep eutectic solvents

ABSTRACT

The use of green solvents, including eutectic solvents (DES), for the extraction of natural
bioactive compounds such as antioxidants, phenolic acids, and flavonoids has grown more
and more due to their ability to present unique properties such as high solubility, low
volatility, low cost, and easy preparation. In this study, for the first time, combined DES
solvents were applied to extract antioxidants, phenolic acids, and flavonoids from Miconia
albicans (Sw.) Triana is marketed in the city of Porto Seguro. Known as cinnamon-de-velho
is widely used in folk medicine for presenting anti-inflammatory action. The present research
aimed to compare the efficiency of the extraction of eutectic and conventional solvents in
obtaining bioactive compounds of M. albicans. The DPPH free radical sequestration method
evaluated the presence of antioxidant activity, while the total phenolic contents were
evaluated according to the Folin-Ciocalteu method. The extracts' phenolic compounds were
characterized by Liquid Chromatography and High Performance (HPLC-DAD). The results
indicated that the highest content of flavonoids found in the extraction of the species M.
albicans was 73.0 + 0.1ug EQ g-1 extraction performed with choline chloride and urea (DES
1). In contrast, the solvents choline chloride and citric acid (DES 2) and Methanol (MeOH)
demonstrated greater efficacy in extracting phenolic compounds 978.3 £ 0.3 and 1,023.1 +
3x10-2 EAG g-1, respectively. For antioxidant activity, the solvents MeOH and ethanol
(EtOH) were more successful in the extraction with antioxidant activity index (IAA) 1.97
and 1.07 pg mL-1, indicating an intense activity and strong activity. The DES investigated,
even in smaller amounts, showed relevant IAA DES 1 0.44 pg mL-1 (low activity) and DES
2 0.88 ug mL-1 (moderate activity), characterizing the presence of phenolic compounds and
antioxidant activity of the plant sample. The HPLC-DAD analysis identified caffeic,
transferulic, romarinic and transcinnamic acids using the MeOH solvent, while the other
solvents identified only rosmarinic acid. However, when comparing the extraction efficacy
of such solvents, the DES 1 solvent was the one that obtained the greatest success for the
extraction of rosmarinic acid, which was identified and quantified. Eutectic solvents are
effective in extracting bioactives from M. albicans with phenolic substances very present in
medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Popularmente conhecida no Brasil como canela-de velho, a Miconia albicans (Sw.)
Triana é uma das espécies mais importantes da familia Melastomataceae, podendo atingir
até 3 metros de altura, é muito encontrada na flora brasileira, especialmente no Cerrado e
Mata Atlantica [1,2]. Na medicina popular, suas partes aéreas sdo utilizadas na forma de cha,
feito por decoccdo ou infusdo, por causa de suas caracteristicas anti-inflamatorias, como o
tratamento de artrite e artrose [3,4]. Estudos realizados por Serpeloni et al (2011) [5] e
Hamman (2020) [4] revelaram a presenca de metabolitos secundérios, tais como esterois,
triterpenos e polifendis, indicando atividade bioldgica para esta espécie como acdo
antioxidante, efeito protetor mutagénico, acdo anti-inflamatdria, analgésica, antimicrobiana,
antidiabética.

No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Resolucdo N° 400 de 16 de fevereiro de 2017, proibiu a fabricacdo, distribuicdo e
comercializacdo de fitomedicamentos a base de M. albicans [6], por falta de estudos formais
sobre a seguranca e eficicia do uso interno desta planta. Assim, torna-se pertinente o
desenvolvimento de pesquisas com a finalidade de proporcionar mais informacdes sobre a
potencialidade farmacoldgica dessa espécie, permitindo assim o uso seguro desse vegetal
pela populagéo [7].

Nesse sentido, na extracdo dos constituintes quimicos de plantas sdo utilizados
solventes organicos volateis como cloroférmio, etanol, metanol, hexano, acetato de etila,
acetona, propanol ou suas misturas. Entretanto, esses solventes apresentam grande
toxicidade, inflamabilidade, custo elevado, longo tempo para a extracdo e ndo sao
biodegradaveis [8,9]. Portanto, torna-se necessario 0 emprego de solventes que sejam mais
sustentaveis, ou seja, uma opc¢do mais limpa na extragdo de compostos bioativos, tais como
os solventes eutéticos profundos (DES). Assim, os DES se destacam por apresentarem
propriedades especificas como boa biocompatibilidade, sustentabilidade, séo
biodegradaveis, além de facil preparacdo e armazenamento [10].

Os DES séo preparados, utilizando-se um aceitador de hidrogénio (HBA) e doador
de hidrogénio (HBD) em uma correlacdo molar especifica, criando assim uma mistura
transparente. O cloreto de colina é um HBA mais frequentemente utilizado na preparacéo
dos DES, a medida que os agucares, alcoois, aminas e &cidos sdo comumente empregados
como HBD [11]. Esses solventes sdo formados por materiais solidos e/ou liquidos com
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elevados pontos de fusdo, que resultam em misturas liquidas a temperatura ambiente.
Possuem, grande capacidade de extrair substancias de diferentes polaridades tornando-os
bem versateis para o uso e obtencdo de constituintes quimicos bioativos [12].

Estudos feitos por Dheyab (2021) [12] revelaram que os DES possuem seletividade
na extracdo de compostos bioativos, como saponinas, polifendis, antraquinonas, flavonoides
e acidos fenolicos de fontes naturais diferentes. Muitos compostos fendlicos extraidos de
plantas tém apresentado atividade antioxidante, como o acido clorogénico, acido galico,
acido cafeico e flavonoides [13,14]. Os flavonoides na maioria das plantas sdo tipos de
fendlicos com elevado poder antioxidante [15,16]. Os antioxidantes, sdo compostos que
apresentam habilidades de impedir ou inibir o impacto de certas enzimas que estdo
associadas ao desenvolvimento de doengas cronicas como diabetes e cancer [17,18].

Assim, o presente estudo teve por objetivo realizar a extracdo de fendlicos,
flavonoides e avaliar a atividade antioxidante de M. albicans com o uso de DES e solventes

convencionais, e desta forma comparar os resultados.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material vegetal

Foram adquiridas 200g de folhas secas de M. albicans embaladas em saco plastico
com validade de 6 meses, em local de comercializagdo na cidade de Porto Seguro - Bahia,

Brasil no més de novembro de 2021.

2.2. Preparacao dos solventes eutéticos profundos

Os DES foram preparados pela mistura do cloreto de colina (Exodo cientifica) e
ureia (Dinamica) 1:2 m/m (DES 1), cloreto de colina, acido citrico (Dindmica) e agua
ultrapura 1:1:2 m/m (DES 2). Neste processo reacional todas misturas foram aquecidas a
60°C por 3h, sob agitagdo constante com auxilio de agitador magnético (Fig. 1). Apoés
resfriamento a temperatura ambiente, os solventes sintetizados foram armazenados em

dessecadores protegidos da luz.
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Figura 1: Preparacdo dos solventes eutéticos. Autoria propria.

2.3 Preparacao dos extratos

As folhas foram trituradas em moinho de facas e peneiradas em agitador de peneiras
(Lucadema, modelo 04/01) a granulometria de 0,450 mm. Os procedimentos extrativos dos
constituintes foram realizados por adaptagéo da metodologia descrita por Christina Bakirtzi
[19]. Desta maneira, foram preparadas solugdes a 80% (v/v) dos DES 1 e DES 2 e 60% de
etanol (EtOH) (Qhemis) e metanol (MeOH) (Sigma-Aldrich) em tubos de 15 mL com &gua
ultrapura. Nos tubos foram adicionados 0,1 g das folhas moidas, 5 mL da mistura dos
solventes sob agitacdo manual e conduzidas a extracdo no banho ultrassénico (Cristéfoli-
modelo 11/2010) a 60 °C por 100 min (220V~0,17 kW — 0,8 A, f=50/60 Hz € fuitrassonica= 42
kHz. Na sequéncia, os materiais foram centrifugados a 2,954 XG por 20 minutos em uma
centrifuga (Centrifuga NT810- nova técnica) (Fig. 2) e em seguida guardados sob

refrigeracdo para posteriores analises.

0,1gdeplantaem pé

l 5mL de DES/Solvente ] Extragdo assistida por Foram centrifugados a |

-
S imiat

organico ultrassom 60°C por 100 2,954 XG por 20 min
min

Figura 2: Extracdo dos constituintes da M. albicans com os solventes eutéticos e

convencionais. Autoria propria.

2.4 Preparo das pastilhas de Brometo de Potéssio - KBr

As pastilhas foram preparadas a partir da trituracdo do KBr em almofariz de agata.
Os reagentes cloreto de colina (Exodo cientifica), ureia (Dindmica), &cido citrico (Dinamica)
e o0s solventes eutéticos preparados DES 1 (cloreto de colina/ureia) e DES 2 (cloreto de
colina/acido citrico/agua) foram misturadas, separadamente, ao KBr triturado. Em seguida,
foram colocados 0,1g da mistura no pastilhador seguido de compressdo em prensa hidraulica

de 10 t/min, para obtencdo de pastilhas finas e transparentes.

2.4.1 Caracterizacao dos solventes eutéticos por Espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier - FTIR

As pastilhas adquiridas foram introduzidas no compartimento de leitura do
Espectrometro de Infravermelho IRAffinity-1S Shimadzu (modelo 00392, Japdo) e
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analisadas, obtendo-se os espectros de cloreto de colina/ureia/DES 1 e cloreto de
colina/acido citrico/agua DES 2. Os espectros foram obtidos na faixa espectral entre 4000 a
400 cm™ e resolugéo de 4 cm™ [20]. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.
A caracterizagéo estrutural dos DES, foram realizadas por espectroscopia no
infravermelho. De modo a reconhecer as alteracGes espectrais e estruturais em razéo das
ligacOes de hidrogénio formadas no decorrer da sintese dos DES, investigou-se 0s

precedentes individualmente e os DES produzidos a partir destes (Fig. 3).

I /
| ! _
C / \/\OH “
HN— SNH )
2 Ureia 2 Acido citrico Cloreto de colina

Figura 3: Estruturas quimicas das substancias utilizadas na composi¢do dos DES

analisados.

2.5 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Furlan e colaboradores [21], com algumas modificacdes. Foram preparadas
solucdes etandlicas dos extratos 2000 g mL*, em microplaca de 96 pogos foram adicionadas
aos poc¢os 100uL de etanol, 100 pL dos extratos e feita diluicdo em série das amostras com
concentracdo inicial de 1000 pg mLe final de 125 pg mL. Logo apds, foram adicionadas
100 pL da solucéo etandlica de 2,2-difenil-1- picrilhidril (DPPH) (60 pg mL*). Ap6s 20 min
de incubagdo sob auséncia da luz, foi realizada leituras em espectrofotbmetro UV-VIS
(Thermo Scientific Multiskan Go) no comprimento de onda de 517 nm como substancia
padréo, foi utilizado o hidroxitoluenobutilado (BHT). A partir das absorbancias obtidas,

foram calculados o percentual da atividade antioxidante (equagéo 1):

AAY =145 27455 D) o 100 (1)
Abs 2

Onde AA% é a porcentagem da atividade antioxidante, Absl absorbancia da
amostra - branco e Abs2 absorvancia equivalente ao controle negativo (etanol e DPPH). A
concentragéo efetiva (CEso) foi obtida atraves da equacdo da reta obtida no grafico da AA%
versus concentracdo da amostra, e o indice de atividade antioxidante (IAA) foi obtido da
equacéo 2:
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[DPPH]
CEso

[AA =

)

2.6 Determinacao do contetdo de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi realizado por adaptac6es da metodologia descrita por
Banov [18]. Resumidamente, 150 pL dos extratos (700 pg mL™?) e 150 pL de solugdo etandlica
de cloreto de aluminio (AICI3; 0,025g mL-1) foram adicionados em microplaca de 96 pocos e
incubada a 25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia foi lida em
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm. A quercetina foi
utilizada como padréo na elaboracgdo da curva de calibragdo e os resultados foram expressos

em ug de quercetina por mL dos extratos.

2.7 Determinacéo do contetido de fenolicos totais

O contetdo de fendlicos foi mensurado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, adaptado de Mathew e Subramanian [22]. Em microplaca de 96 pogos foram
adicionados 20 pL dos extratos 2000 pg mL?, 200 pL de agua destilada, 20 pL do Folin-
Ciocalteu e 60 pL carbonato de sodioa 8,5%. Em seguida a placa foi incubada por 1h a 45°C
sucedida de leitura em espectrofotobmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 760
nm. O &cido gélico foi utilizado como padrdo para elaboracdo da curva de calibracdo e os
valores totais do contetdo fendlico foram expressos ug Equivalentes de &cido galico por mL

de extrato.

2.8 Analise Cromatograficas

No preparo das amostras para injecdo no CLAE-DAD, os extratos foram eluidos
em cartucho C-18 Strata Phenomenex® previamente condicionado. As amostras foram
eluidas em 10 mL de metanol, sendo o eluato coletado em tudo de ensaio de 15 mL. Todas
as solucdes foram filtradas por membranas GxF/PVDF 0,2 um.

A identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos foi realizada por um sistema
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD, Shimadzu). As condicOes de separacdo foram realizadas em sistema de
gradiente utilizando dois solventes como fase mdvel: solvente B (acido acético 2%) e C
(acetonitrila) (Tab. 1). Foi utilizado uma coluna analitica de fase reversa Shim-Pak C-18

(150 x 4,6 mm, 5 um de didmetro de particula), com taxa de fluxo constante de 1,2 mL.min"
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! acompanhada com sistema de fotodiodos. Um volume de injecao de 20 pL foi ministrado

e as injecOes foram feitas em triplicata.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do usado nas analises cromatograficas.

Tempo (min) B% C%
0,05-5 85 15
5,01-20 70 30
20,01-35 50 50
35,01-45 60 40
45,01-65 15 85
65.01-72 0 100

B=4cido acético 2%; C= acetonitrila
Os picos dos cromatogramas foram identificados e comparados com o tempo de
retencdo dos padrGes empregados acido cafeico, acido trans-fertlico, &cido rosmarinico e
acido trans-cindmico (todos da marca Sigma Aldrich), lidos no comprimento de onda de 254
nm.
Para validacdo do método foram utilizados os seguintes parametros: seletividade,
linearidade - sensibilidade, precisdo intra-corrida (repetibilidade), limites de deteccéo e
quantificagdo de acordo com Ribani e colaboradores [23] e ANVISA [24].

2.9 Analises estatisticas

Os resultados apresentados neste estudo representam a média de trés repeticbes (n=3) +
desvio padrdo (DP) da média. Foram analisados estatisticamente diferentes resultados para
as variaveis atividade antioxidante, fenélicos e flavonoides totais, comparando os resultados
do indice de confianga com o valor fixado do t-Student 3,18, com nivel de confianca 95%
utilizando o programa Microsoft Excel. As médias foram comparadas por analise de
variancia ANOVA e teste de Turkey (p<0,05).

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao dos solventes eutéticos (DES)

A espectroscopia de infravermelho gerou dois espectros (Figura 4a,b), ambos
apresentaram absorcGes em regiBes caracteristicas de grupos funcionais presentes nos
precedentes utilizados na formacdo dos DESs. As principais diferengas apresentadas entre 0s
espectros DES 1 e DES 2 podem ser visualizadas na intensidade de algumas bandas. Como as
vibragdes encontradas na regifo de 3371 a 3382 cm™, que estdo associadas a vibrages dos

grupos funcionais —OH e —NH2 presentes no cloreto de colina e ureia (DES 1) indicando



0 acréscimo do nimero de onda e aumento do deslocamento da intensidade devido a
formacdo das ligacbes de hidrogénio, caracterizando a criacdo do DES. Essas ligacOes
provavelmente podem existir como, OH---NH, OH---OH, NH---OH, NH---NH [25].
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Figura 4: Espectros de absorc¢ao de infravermelho na formacéo do DES 1 (a) e DES 2 (b) e
seus precedentes.

Em ambos os espectros foram visualizadas bandas especificas da funcéo alcool,
caracterizadas em atribuicdo do estiramento da ligacdo O-H em ligacdo de hidrogénio
intermolecular, no entanto, o espectro DES 2 demonstrou bandas mais largas e intensas
(3490-3382cm™), devido ao aumento da concentracdo dessa funcdo. Foi verificado
diferencas na absor¢édo correspondente ao dobramento do grupo carbonila (C=0) do DES 1
(1649-1475cm-1) e DES 2 (1631-1479cm-1), demonstrando a formacdo de ligacGes de
hidrogénio entre os reagentes, ou seja, a estabilidade dos DES se da pela caracterizacdo das
interacbes de hidrogénio responsaveis pela formacdo dos solventes. Esse aumento do
comprimento de onda do dobramento carbonila caracteriza o crescimento da densidade de

elétrons do oxigénio na carboxila, comprovando a geragéo de ligac6es de hidrogénio [26].

3.2 Atividade antioxidante

Como mostra a Tab. 2 o extrato MeOH (1,97 + 0,01) e EtOH (1,07 = 0,01)
obtiveram maiores valores do indice de atividade antioxidante (IAA) quando comparado aos
extratos DES 1 (0,44 =+ 0,01) e DES 2 (0,88 + 0,01). De acordo com Scherer e Godoy 2009
[27] o IAA esta associado a influéncia da concentragdo da solugédo de DPPH com o valor da
concentracdo efetiva média (CEsp), € que 0 aumento do indice esta relacionado a maior
capacidade dos extratos em estabilizar o radical, ou seja, quanto menor o valor de CEsg por

amostra, maior serd o consumo de DPPH e consequentemente maior sera sua atividade



antioxidante. Baseado nos valores de IAA descritos pelos autores, valores de IAA menor
que 0,5 apresentam atividade antioxidante baixa, entre 0,5 e 1,0 apresentam atividade
antioxidante moderada, entre 1,0 e 2,0 IAA considerada forte e acima de 2,0 atividade
antioxidante muito forte [9].

Tabela 2. Capacidade antioxidante dos extratos de M. albicans.

Solvente CEso (g mL™Y)  Faixas do CEsp IAA(ugmLY) £ DP  Faixas do IAA

BHT 17,53 Intensa atividade 3,42 +0,01 Intensa atividade
MeOH 30,33 Intensa atividade 1,97 £0,01 Intensa atividade
EtOH 55,65 Moderada atividade 1,07 £0,01 Forte atividade
DES 2 68,3 Moderada atividade 0,88 £0,01 Moderada atividade
DES 1 109,43 Baixa atividade 0,44 +£0,01 Baixa atividade

BHT (hidroxitoluenobutilado); MeOH (metanol); EtOH (etanol); DES 2 (cloreto de colina
+ 4cido citrico + agua); DES1 (cloreto de colina + ureia); CEsq (concentracéo efe- tiva
média); IAA (indice de atividade antioxidante); DP (desvio padréo). Todas as analises foram
feitas em triplicata

Os DESs investigados apresentaram faixa de IAA de baixa atividade para DES 1 e
moderada atividade DES 2. Embora poucos estudos tenham sido realizados com foco na
utilizacdo de solventes eutéticos na extracdo de compostos bioativos provenientes de
materiais vegetais [28], algumas pesquisas descritas na literatura tem mostrado resultados
promissores na aplicacdo de solventes eutéticos para extracdo de compostos fendlicos de

plantas que em geral s&o antioxidantes ativos [29] .

3.3 Teores de flavonoides e fendlicos totais

Na investigacdo da extracdo de flavonoides e fenolicos totais de M. albicans pelos
DESs e solventes convencionais como metanol e etanol (Fig. 5) foi observado que houve
maior extragdo de fendlicos. com o solvente metanol, com valor de 1023,1 pg EAG/g em
comparacdo ao etanol (932,3 pg EAG/g), DES1 e DES 2. Enquanto, na extracdo de
flavonoides, o solvente DES 1 apresentou melhor agdo com o teor de 73 pg EQ/g. Apesar
disso, o teor de fenolicos obtido no DES 2 (978,6 ug EAG/g) foi proximo ao teor obtido com

o metanol (1023,1 pg EAG/g), evidenciando eficécia desse solvente como extrator.
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Figura 5: Teor de fenolicos e flavonoides totais da espécie M. albicans comercializada. DES

1 e DES 2; Etanol (EtOH); Metanol (MeOH) + desvio padrao.

Tais resultados podem estar associados com solventes que possuem elevada
habilidade de formar ligacGes de hidrogénio com compostos fendlicos [30]. Neste caso, o
metanol e o DES 2 obtiveram maior interagdo e formacgéo de ligacdo de hidrOgenio
demonstrando melhores desempenho de extracdo para fenolicos, enquanto o DES 1 mostrou
melhor atividade na extracao de flavonoides. A remocéo de constituintes quimicos depende
principalmente das propriedades dos solventes propostos, diante disso os DESs, podem
realizar um papel importante na eficacia de extracdo em razdo de suas propriedades fisico-
guimicas como polaridade, viscosidade e solubilizacdo dos compostos fenolicos [31].

Conforme pesquisas realizadas por Dheyab (2021) [12], os DESs possuem
seletividade na extracdo de compostos bioativos, como acidos fendlicos e flavonoides e esta
seletividade pode mudar de acordo com a composicdo dos DES formado. E evidente que,
quando comparado ao solventes convencionais 0s resultados alcangados para 0s DESs
demonstraram que estes sdo excelentes extratores por apresentarem habilidades de
desempenharem uma imensidade de interagcdes com analitos bioativos [10]. Portanto, estes
resultados corroboram com os dados obtidos nesta pesquisa demostrando a eficacia dos
solventes eutéticos na extragdo de constituintes quimicos de M. albicans, além de serem
considerados ecoeficientes por apresentarem boa biocompatibilidade, sdo biodegradaveis,

nao inflamaveis sendo assim menos nocivo a salide humana e ao meio ambiente.

3.4 Analise Cromatografica

As condicBes cromatogréaficas desenvolvidas na identificacdo dos constituintes

quimicos de M. albicans foi iniciada a partir da seletividade dos padrdes acido cafeico, acido
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trans-ferulico, &cido rosmarinico e &cido trans-cinamico (Fig. 6).
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Figura 6: Seletividade dos padrdes e seus respectivos tempo de retencéo (tR). Acido cafeico
(tR 3,310 min), acido trans-ferulico (tR 6,255 min), acido rosmarinico (tR 10,386 min) e
acido trans cinamico (tR 12,041 min)

Os parametros relacionados a eficiéncia da separacdo foram avaliados. Com os dados
adquiridos por area através da medida da linearidade foram calculados os limites de deteccéo
e quantificacdo para cada acido padrdo (Tab. 3). Os valores obtidos para linearidade estéo
de acordo com o valor minimo estipulado pela RE n° 899: 0,9900.

Tabela 3. Limites de deteccéo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), Equacédo da Reta (ER),
Regresséo linear (R2), Tempo de retencéo (tR), Desvio padrdo (DP), Desvio padréo relativo

(DPR), indice de confianca (IC) por CLAE-DAD.

Analito LD? LQ? ER R®>  trmin®+DP DPR (%) IC
Ac. cafeico 0,013 0,040 y=4837,1x+34727 0,997 3,1840,25 7,81 0,12
Ac. ferdlico 0,010 0,310 y=4876,1x+15144 0,996 6,29+0,36 5,7 0,18

Ac. rosmarinico 0,020 0,620 y=1890x+836,03 0,994 10,42+0,13 1,25 0,06
Ac. Trans-cindmico 0,006 0,019 y=6933,7 +46857 0,999 12,13+0,08 0,63 0,04

2(Os valores séo expressos em pug mL?,
b O tempo é expresso em minuto.

Nas analises dos extratos preparados pelos diferentes solventes eutéticos DES 1 e
DES 2 e convencionais metanol e etanol foi possivel visualizar que todos os solventes
utilizados identificaram e quantificaram apenas o acido rosmarinico (Tab. 4). No entanto, o
solvente DES 1 demonstrou melhor extracdo para este acido. Em contrapartida, os acidos

cafeico, trans-ferulico e trans-cindmico ndo foram identificados por nenhum dos solventes

utilizados.



Tabela 4. Concentracdo de acidos fendlicos no extrato de M. albicans
Concentragio (ug/mL de extrato)

a HO.
o —
HO- \ 8] o= aH I'ETJD\/\H/C =11 E‘:; .‘;\', _‘.\. 40
; > \ { on N/ N
Ho =
Extrato HO OH OH
Hye™ oH

Ac. cafeico Ac. trans-ferulico Ac. rosmarinico Ac. trans-cinamico
DES 1 ND ND 2,117+1,05 ND
DES 2 ND ND 0,916+1,36 ND
Metanol ND ND 0,939+1,09 ND
Etanol ND ND 1,632+0,99 ND

ND (néo detectavel); Desvio padrdo calculado com n=3

Estudos realizados por Pieroni et al (2011) [32], Vasconcelos et al (2006) [33] e
Serpeloni et al (2011) [5] revelaram atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antimutagénica para a especie M. albicans. Tais propriedades farmacoldgicas relatadas
podem estar relacionadas a presenca dos constituintes quimicos encontrados nos extratos
como flavonol, rutina, quercetina,  3-(E)-p-cumaroil-a-amirina, a-amyrin,
acido epibetulinico, acido ursélico e acido epiursolico. O teor de &cido rosmarinico
detectado neste estudo demonstra significativa contribuicdo para suas atividades
terapéuticas. Este acido é conhecido por possuir potenciais efeitos biol6gicos, bem como
exibir acdo anti-inflamatdria e antioxidante [34], além de contribuir para a reducdo de
insulina e niveis de lipidios plasmaticos apresentando potencial mecanismo antidiabético
[35].

Desse modo, a extracado realizada com o DES 1 para o &cido rosmarinico, demostrou
maior eficiéncia, o que pode estar relacionando com a existéncia de iniUmeras redes de
ligagbes de hidrogénio que interagem intensamente com o0s compostos fenolicos
possibilitando sua extracdo [36]. Portanto, o resultado dessa analise demonstra mais uma vez
a aplicabilidade da utilizacdo de solventes eutéticos para extracdo de bioativos de M.
albicans comprovando a competéncia de tais solventes quando comparados aos solventes

convencionais.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho, pela primeira vez foi investigado a extracéo de bioativos fendlicos,
flavonoides e antioxidante da espécie M. albicans pelo uso de solventes eutéticos profundos.
As atividades foram comparadas com as espécimes com 0s solventes convencionais como
metanol e etanol. Todos os solventes utilizados extrairam o acido rosmarinico, porém ao
comparar a eficiéncia de extragdo dos solventes convencionais e eutéticos, observou-se que
o0 solvente eutético DES 1 obteve melhor eficicia na extracdo do acido rosmarinico. Os
resultados obtidos neste estudo, classificam os solventes eutéticos DES 1 e DES 2 como

eficazes na extracdo de bioativos de M. albicans.

O uso desses solventes para extracdo de bioativos tem se tornado uma opc¢do mais
segura e limpa por apresentarem propriedades especiais como baixa volatilidade, séo
biodegradaveis e facil preparacdo, além de serem menos nocivos ao meio ambiente
tornando-os ecoeficientes. Estudos posteriores devem ser realizados utilizando outros
solventes eutéticos a fim de identificar e quantificar novos bioativos da espécie do ponto
de vista quimico e farmacoldgico. Portanto este estudo se constituiu na valorizacdo da
biodiversidade do bioma Mata Atlantica, assim como contribuiu com os principios
ecoldgicos na utilizacdo de solventes que agridem menos 0 meio ambiente.
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Fig. a) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente DES 1 em CLAE-DAD com a

identificacdo do &cido rosmarinico (tr 10,449min)
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Fig. b) Anélise do extrato M. albicans utilizando solvente DES 2 em CLAE-DAD com a

identificacdo do &cido rosmarinico (tr 10,449min)
Fig. c) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente metanol em CLAE-DAD com a

identificacdo dos &cidos cafeico (tr 3,268min), trans-fertlico (tr 6,200min), rosmarinico (tr

10,449min) e trans-cindmico (tr 12,169min)
Fig. d) Andlise do extrato M. albicans utilizando solvente etanol em CLAE-DAD com a

identificacdo do rosmarinico (tr 10,892min)
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i. 1)
Fig. e) Analise do extrato metanolico de M. albicans nativa do municipio de Porto Seguro

em CLAE-DAD com a identificacdo do &cido rosmarinico (tR 10,068min).
Fig. f. 1,2. Andlise do extrato M. albicans nativa do municipio de Eunapolis utilizando

solvente metanol em CLAE-DAD com a identifica¢do do &cido rosmarinico (tR 10,095min)

e f 2) usando DES 2 com a identificacdo do &cido trans-ferulico (tR 6,45min).



Fig. g.1,2: g.1) Analise do extrato M. albicans nativa do municipio de Santa Cruz Cabralia
utilizando solvente metanol em CLAE-DAD com a identificagdo do acido trans-ferulico (tR
6,169min) e &cido rosmarinico (tR 10,068min). g. 2) acido citrico com identificagdo de do
acido trans-ferdlico (tR 6,518min) e acido rosmarinico (tR  10,170min).
Fig. h). Analise do extrato M. albicans nativa utilizando solvente metanol em CLAE-DAD
com a identificacdo do acido rosmarinico (tR 10,095min)

Fig. i.1,2: i,1) Analise do extrato M. albicans nativa utilizando solvente metanol. i,2) &cido

citricoem CLAE-DAD com a identificagdo do &cido rosmarinico ambos no (tR 10,068min).
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ARTIGO 2

Investigacdo de similaridades em extracdo verde dos fitoconstituintes de

Miconia albicans de diferentes locais da Mata Atlantica do Sul da Bahia

Allana S. de Carvalho?®
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Investigation of similarities in green extraction of phytoconstituents of Miconia

albicans from different locations of the Atlantic Forest of Southern Bahia

ABSTRACT

The Atlantic Forest (MA) biome is considered one of the planet's richest sets of plant species
because it has great biological diversity. Remnants of AM found in different regions of
southern Bahia are becoming more and more the focus of study in the extraction of bioactive
compounds from plant species because plants with great pharmacological potential can be
found in these regions. Therefore, the base plant of this study, Miconia albicans (Sw.) Triana
collected in different regions of the South of Bahia when compared to the commercial plant
demonstrated through the technique of High-Performance Liquid Chromatography
(CLAE_DAD) relevant phenolic and total flavonoid contents, where the UAN region
showed higher content in the extraction of rosmarinic acid (23.33 ug/mL ) with methanol
solvent. While in the chemometric analysis of hierarchical grouping (HCA), it was verified
that the commercial M. albicans obtained more significant similarity with the plant
collected in the region of Santa Cruz Cabralia for presenting concentrations of chemical
constituents very close. Therefore, further studies on M. albicans should be conducted in
order to explore its herbal potential
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais que possui uma imensa flora de enorme variedade biol6gica, em
espécies vegetais distribuidas em diversos biomas. > Nesse contexto, pode-se destacar a
Mata Atlantica (MA) que corresponde com cerca de 23 % e 15% , respectivamente, da
riqueza da diversidade de plantas do pais (IBGE, 2004).3 A regido Sul do estado da Bahia,
Brasil é uma das areas que concentra grande parte de diversidade de planta do bioma e muitas
dessas com potencialidade fitoterapica ainda ndo foram investigadas e correm o risco de se
perder devido a devastagdo dessas areas vegetais.*

A Miconia albicans (Sw.) Triana pertencente ao género Miconia e familia
Meslastomaceae é comumente encontrada na MA.>" A espécie caracteriza-se por ser
arborea de até 3 metros de altura é, conhecida popularmente como “canela-de-velho”,
“maria-branca”, “lacre-branco”, “folha-branca”. Na medicina popular ¢ utilizada para fins
medicinais na forma de ch4, com o objetivo de tratamento de diversas patologias como dores
e inflamacges nas articulagdes, bursite, atrite, artrose, infeccbes geniturinarias, antiofidico,
prevencdo de infartos, regulacdo do ritmo cardiaco, problemas gastricos, vitiligo e alivio de
sintomas febris. °. Contudo, por ser bastante comum nas areas da MA e serem muito
comercializadas, torna-se pertinente a investigacdo do perfil fitoquimico de M. albicans
encontradas em diferentes regides da MA do Sul da Bahia a fim de verificar se ha
similaridades dos constituintes quimicos de plantas encontradas na regido em relacdo as
demais plantas da mesma espécie que ja sdo comercializadas em locais especializados. Nesse
cenario, MA é considerada importante foco de estudo por possuir extensa biodiversidade, nas
quais muitas familias que vivem entorno usufruem e tiram seu sustento através da abundancia
de seus recursos naturais.®

Na obtencéo de constituintes quimicos de plantas geralmente é feito o emprego de
solventes organicos. Nesse sentido, sdo realizados processos extrativos pelo uso de metanol,
hexano, cloroférmio e acetona que sdo altamente nocivos ao meio ambiente.X° E o uso dos
solventes eutéticos profundos (DES) tem se tornado uma opg¢do mais limpa e segura por
possuirem caracteristicas significativas, tais como baixa volatilidade, ndo inflamaveis, baixa
toxicidade além de facil preparo.t!

Este trabalho objetivou investigar a similaridade dos constituintes quimicos obtidos
via extracdo verde de M. albicans coletada em diferentes municipios do Sul do estado da

Bahia. A comparagéo considerou os perfis quimicos obtidos por Cromatografia Liquida de
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Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) e composicdo fenolica desse material e de material botanico

comercializado.
2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material vegetal

Foram adquiridas 200g de folhas secas de M. albicans embaladas em saco plastico
com validade de 6 meses, em local de comercializacdo na cidade de Porto Seguro - Bahia,
Brasil no més de novembro de 2021. Enquanto que o material botanico nativo ( folhas) de
M. albicans foram coletadas em bordadura de floresta em areas umidas e todas estavam
floridas, em diferentes fragmentos da Mata Atlantica localizados em cinco municipios do
Sul do estado da Bahia, Brasil. Canavieiras — BA, Rodovia BA 001 (15°34°33.1S
38°59°31.3” W), Una (15°17°00.7”’S 39°06°45.5”W), Porto Seguro — Bahia (16°48'34.6"S
39°08'46.7"W), Santa Cruz Cabralia (16°07'59.7"S 38°57'45.6"W) e Eunapolis
(16°17'03.5"S 39°32'07.5"W). Posteriormente, foram identificadas a partir da comparacao
com exsicatas depositadas no Herbario Professor Geraldo C.P. Pinto (GCPP) da
Universidade Federal do Sul da Bahia, no Campus Sosigenes Costa (Porto Seguro-Ba) sob
0 numero (GCPP 1110). A Figura 1 ilustra o mapa geografico dos locais de coleta da M.

albicans.

Localizacio dos municipios da coleta das espécies

Figura 1. Mapa de coleta da Miconia albicans
2.2 Preparo do solvente eutético

O DES foi preparado empregando uma mistura do cloreto de colina (Exodo
cientifica), acido citrico (Dindmica) e agua ultrapura 1:1:2 m/m. A mistura foi aquecida a
60°C durante 3h sob agitacao constante com ajuda de um agitador magnético. Apds resfriado
a temperatura ambiente, o solvente foi guardado em dessecador (Fluxograma 2).
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\

A > Agitacao - 3h

Resfriamento

Armazenado em
dessecador

Fluxograma 2: Preparo do solvente eutético. Autoria propria.

2.3 Preparo dos extratos

As folhas de M. albicans inicialmente foram secas em estufa por 72h a 40°C, em seguida
triturada em moinho de facas, peneiradas em agitador de peneiras (Lucadema, modelo 04/01) a
granulometria 0,450 mm. Para as extra¢fes dos constituintes a metodologia foi adaptada de Christina
Bakirtzi.'? Foi preparado solugdes do solvente em agua ultrapura DES a 80% e metanol 60%, e foi
adicionado 0,1 g das folhas moida e 5 mL de solvente. Sendo a mistura agitada manualmente e
conduzida no banho ultrassénico (Cristofoli-modelo 11/2010 - 220V~0,17 kW — 0,8 A,
f=50/60 Hz ¢ funtrassonica= 42 kHz) a 60 °C por 100 min, logo apds foram centrifugados a
2,954 XG por 20 min, como mostra o fluxograma abaixo. Em seguida os sobrenadantes

foram guardados sob refrigeracdo para posteriores analises.

Banho urasséeico
60°C por 100 min por

Fluxograma 1: Extracao dos constituintes da M. albicans com o solvente eutético e

convencional. Autoria prépria.
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2.4 Determinacao do contetdo de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi obtido por adaptacdes da metodologia descrita por
Banov?3, como representado na Fig. 2, utilizando como padrio a quercetina para elaboragéo
da curva de calibracéo e os resultados foram expressos em pg de quercetina por mL dos
extratos. Foram preparadas solucdes de AlClz a 2,5 %, solugdo padréo e solucdo dos extratos.
Em seguida foram adicionados a uma placa de 96 pocos 150 pL das solugdes, 150 pg mL™*
dos extratos e 150 L de solucdo etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) 2,5%, incubada a
25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia foi lida em espectrofotometro UV-
VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm.

\ Microplaca de 96 pogos X

Solugdo AlCl;

\ Espectrofotémetro UV-vis (420 nm \
a2,5%

=

‘ Incubou-se por 15min a 25°C \

<«

\ 150 pL da solugdo AICI3 a 2,5 % \

Solugdo
padrao

\ 150 pL da solugdo dos extratos X

Solugdo dos

I

‘ 150 pL da solugdo do padrdo X

Figura 2: Obtencdo do contetdo de flavonoides totais.

No procedimento, 150uL das solugdes, 150ug mL*dos extratos e 150 pL de solugéo
etanolica de cloreto de aluminio (AICls) 2,5% (0,025g mL?) foram adicionados em
microplaca de 96 pocos e incubada a 25° C por 15 minutos e posteriormente, a absorbancia
foi lida em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a 420 nm. A
quercetina foi utilizada como padréo na elaboracdo da curva de calibragéo e os resultados

foram expressos em pg de quercetina por mL dos extratos.

2.5 Determinacéo do contetido de fenolicos totais

Para a determinacdo do conteudo de fendlicos foi empregado o método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu, adaptado de Mathew e Subramanian*. Em resumo, foram adicionados
20 pL dos extratos, 200 pL de &gua destilada, 20 pL do Folin-Ciocalteu ¢ 60 uL carbonato
de sddio a 8,5% a microplaca de 96 pocos posteriormente a placa foi incubada por 1h a 45°C
e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) a

760 nm. Utilizou-se o acido galico como padrdo para elaboracdo da curva de calibracéo e os
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valores totais do contetdo fendlico foram expressos pg Equivalentes de acido galico por mL

de extrato.

2.6 Preparo das amostras para anélise em CLAE-DAD

Para a extracdo em fase soOlida utilizou-se cartuchos C18 Strata Phenomenex®
anteriormente condicionados, na eluicdo de 10 mL dos extratos MeOH, agua, extrato (6:2:2
v/v/v) o eluato foi coletado em tubo de ensaio de 15 mL, filtrados por membranas GxF/PVDF
0,2 um e manipulados no injetor cromatografico com a ajuda de microsseringa com
capacidade para 200 pL.
2.7 ldentificacéo dos perfis quimicos em CLAE-DAD

A identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos foi feita através do sistema
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) Shimadzu). Para as condi¢cdes de separacdo foi utilizado sistema de gradiente
contendo dois solventes como fase mével solvente B (&cido acético 2%) e C (acetonitrila),
conforme Tabela 1 e a pressao foi de 1,0 mL min-1. Foram injetados 20 puL das amostras e

as andlises foram realizadas em triplicata (n=3).

Tabela 1. Gradiente empregado na analise CLAE-DAD

TEMPO
(min) B% C%
0,05-5 85 15
5,01-20 70 30
20,01-35 50 50
35,01-45 60 40
45,01-65 15 85
65,01-72 0 100

B= acido acético 2%; C= acetonitrila

O reconhecimento dos compostos fenolicos foi feito confirme sua ordem de eluicéo,
comparando o seu tempo de retencdo com os padrdes empregados (acido cafeico, acido
trans- feldrico, &cido rosmarinico e 4cido trans-cindmico), no comprimento de onda de 254

nm.

2.7 Analises estatisticas

Os resultados apresentados neste estudo representam a média de trés repeticdes (n=3)

+ desvio padrédo (DP) da média. Foram analisados estatisticamente diferentes resultados para
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as variaveis atividade antioxidante, fenolicos e flavonoides totais, comparando os resultados
do indice de confianca com o valor fixado do t-Student (2,14), com nivel de confianca 95%
utilizando o programa Microsoft Excel. As médias foram comparadas por analise de
variancia ANOVA e teste de Turkey (p<0,05). A partir dos dados obtidos no HPLC, foram
realizados a plotagem dos graficos, com o auxilio do software Origin 2022. Os espectros
foram submetidos a analise multivariada para verificar a similaridades nas diferentes
amostras, aplicando o PCA e HCA, com o auxilio do software Statistica 2022.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teores de fendlicos e flavonoides totais
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O conteudo de fendlicos e flavonoides totais nos extratos de M. albicans sdo expressos na

Fig. 3. Os conteldos apresentaram variacdo entre os espécimes coletados em diferentes

localidades em comparagdo com o material botanico comercializado usando diferentes

extratores, mostrandodiversidade na composi¢do quimica dos constituintes de M. albicans.

m Fenolicos ng EAG/g - MeOH
Fenolicos ng EAG/g - DES

A Flavonoides g EQ/g - MeOH
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Figura 3: Teores de fendlicos e flavonoides totais de diferentes regides do Sul da Bahia e
planta comercial. Metanol (MeOH) e (DES — cloreto de colina/acido citrico/agua).

Neste estudo, foi possivel visualizar que todos os fragmentos da MA investigados
nos diferentes municipios do Sul do estado da Bahia, obtiveram conte(do de compostos
fendlicos de M. Albicans usando diferentes extratores. Pieroni et al (2011),%° observaram um
valor de compostos fenolicos superior ao encontrado neste trabalho correspondendo a 70,04
+ 0,12 mg GA/g (70040 pg EAG/g) de extrato seco, presentes no extrato metandélico de M.

albicans, o que poderia ter influenciado nessas variagdes observadas seria as condi¢Oes
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climatoldgicas, origem geografica, época de coleta das folhas e dissemelhancas nas
caracteristicas do solo.®

Desse modo, o emprego de solventes DES em substituicdo aos solventes
convencionais como uma opg¢do mais limpa e segura na extracao de constituintes quimicos
de M. albicans mostrou ser promissor na extracdo de fendlicos e flavonoides tanto na
extracdo com a planta nativa de diferentes regides que variaram de 726-2625,45 ug EAG/g
(fendlicos) e 706,5-1176,5 ug EQ/g (flavonoides) quanto para a planta comercializada 978,6
ug EAG/g (fendlicos) e 45,5 ug EQ/g (flavonoides). Ao comparar as extragdes, observa-se
que a planta nativa obteve maiores contetudos de fendlicos e flavonoides, essas variagdes
podem estar associadas ao fato da planta comercial sofrer diversos processos que vai desde
a sazonalidade da colheita do material vegetal, coleta e secagem da planta.

Estudos realizados por Alsaud 2021, desmonstraram que a extracdo de constituintes
quimicos de espécies vegetais utilizando DES podem estar relacionada com as caracteristicas
dos DES proposto tal como, a natureza dos seus constituintes. E que as propriedadades
fisico-quimicas como polaridade, viscosidade e solubilizacdo dos compostos fenolicos
exibem um papel importante na eficicia de extracdo de componentes bioativos de plantas.8
3.2 Analise por CLAE-DAD

As analises cromatogréaficas foram realizadas a partir da seletividade dos padrdes

acido cafeico, acido trans-ferdlico, &cido rosmarinico e acido trans-cindmico (Fig. 4).

254nm,4nm
500000 Ac. trans;cindmico

400000

300000

Intensidade
-Ac. rosmarinico

200000

C. trans-fertilico

100000

0+

Tempo de reteng&o (min)

Figura 4: Cromatograma dos padrdes acido cafeico (tR 3,310 min), acido trans-ferdlico (tR

6,255 min), acido rosmarinico (tR 10,386 min) e acido trans cinamico (tR 12,041 min)
Para avaliacio da linearidade foi usado o coeficiente de determinacio R? adquirido a

partir da curva de calibracdo produzida com 5 niveis de concentra¢des, variando (15,56-

260,0 pg mL1). Através dos dados obtidos pela curva de calibragio foi possivel calcular os



limites de deteccdo e quantificacdo para cada &cido Tab. 2. Os valores alcancados para
linearidade estéo de acordo com o valor minimo estipulado pela RE n° 899: 0,9900.%°
Tabela 2. Limites de deteccdo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), Equacédo da Reta (ER),
Regresséo linear (R2), Tempo de retencdo (tR), Desvio padréo (DP), Desvio padréo relativo
(DPR), indice de confianca (IC) por CLAE-DAD.

Analito LD:  LQ® ER R?  trmin®+DP DPR (%) IC
Ac. cafeico 0013 0,040 y=4837,1x+34727 0997 3,18+0,25 7,81 0,12
Ac. ferulico 0010 0310 y=48761x+15144 0996 6,29+036 57 0,18

Ac. rosmarinico 0,020 0,620 y=1890x +836,03 0,994 10,42+0,13 1,25 0,06
Ac. Trans-cindmico 0,006 0,019 y=6933,7 +46857 0,999 12,13+0,08 0,63 0,04

2(Os valores séo expressos em pug mL1,
b O tempo é expresso em minuto.

A tabela 3 corresponde a concentragdo de &cidos fenolicos encontrados em M.
albicans nas diferentes regiGes do Sul da Bahia e planta comercial

Tabela 3. Concentracédo de acidos fenolicos em M. albicans dos diferentes municipios

localizados no Sul da Bahia e material botanico comercial.

Concentracéo (ng/mL de extrato)

OH

Regido Extrato Ac. Cafeico Ac. trans-feralico Ac. Rosmarinico Ac. trans-cindmico
Porto Seguro - ND ND 2,54+0,56 ND
2 ND ND ND ND
Eunapolis + ND ND 2,15+1,20 ND
2 ND 4,69+8,13 ND ND
Santa Cruz 1 ND 1,31+1,34 3,35+4,14 ND
Cabralia 2 ND ND ND ND
Canavieiras * ND ND 2,83+0,34 ND
2 ND ND <LQ ND
Una * ND ND 23,33+2,59 ND
2 ND ND 3,05+0,43 ND
Planta comecial * ND ND 0,93+1,09 ND
2 ND ND 0,91+1,36 ND

ND (nédo detectavel); Desvio padrdo calculado com n=3; <LQ (detectavel, mas nao
quantificavel); metanol — MeOH (1) e eutético DES (2).

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que todos os municipios investigados
inclusive material botanico comercial demonstraram presenca do &cido rosmarinico
utilizando extratores diferentes, enquanto o municipio de Santa Cruz Cabralia apresentou
também a presenca do &cido trans-ferulico. Em contrapartida os acidos cafeico e trans-
cindmico ndo foram detectados em nenhum dos locais investigados, nem no material

botanico comercializado. Contudo, constatou-se que os perfis cromatograficos dos extratos
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do material botanico nativo encontrados sdo semelhantes aos extratos comercialmente

adquiridos, indicando se tratar da mesma planta, como mostra a Fig. 5.
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20000 ~

15000 ~
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Figura 5. Semelhancas entre os perfis cromatograficos do material boténico
comercializado e nativo.

As variacbes observadas nas concentracdes dos &cidos fenolicos podem estar
relacionado a diversos fatores, como relacao da planta com o meio externo, clima, colheita
da planta entre outros.® Outro aspecto importante € que a presenca desses &cidos fendlicos
em plantas estdo associados a atividades antioxidante, antiviral, antimicrobiana e anti-
inflamatoria.?® Estudo realizado por Tomé et al (2019),%2 demonstraram atividade
antimicrobiana do extrato etanélico bruto de M. albicans contra L. innocua, da fracdo acetato
de etila contra B. cereus, cepas de L. innocua, L. monocytogenes e fragcdo hexano frente L.
Monocytogenes. Neste estudo, foi demonstrado semelhancgas na extragdo do acido rosmarinico
tanto para as plantas coletadas em diferentes regides quanto para a planta comercial, estudos
descritos na literatura mostram uma imensidade de atividades biolégicas para este &cido como
anti-inflamatorias, antimutagénica, antibacteriana, antiviral e antioxidante, substancias essas
responsaveis pelo efeito protetor de diversas patologias.?’ Portanto os resultados apresentados
corroboram que a M. albicans € uma espécie promissora na investigacdo de compostos
biologicamente ativos.

Objetivando a comparagdo dos perfis quimicos dos extratos preparados por
diferentes extratores foi utilizado técnicas de analise multivariaveis para agrupar dados a
partir da extracdo dos constituintes acidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico e trans-
cinamico de M. albicans comercializada e coletadas em diferentes regiées do Sul da Bahia.
Dessa forma, os dados cromatograficos foram utilizados como ferramentas para as analises
quimiomeétricas como PCA e HCA para diferenciar os compostos bioativos investigados,

mesmo estes ndo sendo quantificados.?
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Com base nisso, um gréafico de cotovelo (screen plot) (Fig. 6) foi plotado indicando
dois componentes principais (PCs) PC1 e PC2, onde o PC1 e PC2 descreve 88% das

variancias obtidas.

2
oc

Figura 6 - Grafico de cotovelo, obtido atraves dos dados gerados por HPLC.

A partir dos valores encontrados de PC1 e PC2 (PC1 48% e PC2 40%) foi obtido
gréfico de score (Fig. 7), que evidencia o agrupamento das amostras com a formacao de trés
grupos (A, B e C) por grau de similaridade de acordo com suas composi¢des quimicas,
acentuando também as diferenciagdes entre elas. No Grupo A composto por: Porto Seguro
e Eunapolis, Grupo B composto por Una e Canavieiras, e 0 Grupo C composto por planta

comercial e Santa Cruz Cabralia.
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Figura 7. Gréfico de scores (PC1 x PC2). DES - solvente eutético, MeOH — metanol, CN —
Canavieiras, EU — Eunéapolis, PS — Porto Seguro, SCC - Santa Cruz Cabralia, UNA — Una

e PC — Planta comercial.
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E entre as oito variaveis utilizadas (DES — acidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico
e trans-cindmico) e MeOH (&cidos cafeico, trans-feralico, rosmarinico e trans-cinamico)
responsaveis pelo agrupamento das amostras foi verificado que os compostos quimicos
responsaveis por discriminar o grupo A foram os &acidos trans-ferulico e trans-cindmico
extraido em maior proporgdo pelo DES, enquanto que no grupo B o &cido com maior teor
de extracdo foi o rosmarinico pelos solventes metanol e DES, ja o grupo C obteve maior
diferenciacdo dos compostos bioativos investigados, acidos cafeico, trans-feralico pelo
solvente metanol e trans-cindmico pelo solvente DES.

Ademais, as andlises pela utilizacdo das areas geradas por CLAE apontam que a
planta comercial se assemelha a planta coletada em Santa Cruz Cabréalia, ambas possuindo
0S mesmos compostos bioativos extraidos diferenciando apenas na concentracdo. Por fim,
com a anélise de agrupamento hierarquico (HCA) (Fig. 8) foi possivel confirmar quais das
amostras tiveram maior grau de similaridade com a amostra comercial, que foi SSC,
complementando a informagdo mostrada no grafico de scores. Assim, o dendrograma de
andlise de agrupamento hierarquico aponta a formacéo de dois grupos principais (PC e SCC)
e um subgrupo dividido entre (CN e UNA; EU e PS).
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Figura 8 - Andlises de agrupamento hierarquico. PC — Planta comercial, SCC — Santa
Cruz Cabralia, CN — Canavieiras, UNA — Una, EU — Eunépolis e PS — Porto Seguro

Toda via, verifica-se que ndo existem distancias discrepantes entre 0s grupos
formados, nota-se que CN e UNA se parece um pouco mais com EU e PS, que por sua vez
se assemelha a planta comercial. Contudo, as diferencas encontradas nas analises podem
estar diretamente associadas ao local de extracdo das plantas investigadas, pois, variaveis
como estacdo do ano, ambiente, nutrientes presentes no solo e concentragdo de metabolitos

secundarios presentes na planta sdo responsaveis por diferenciar plantas de mesma espécie.*®
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3. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que os constituintes quimicos presentes
em M. albicans coletadas em fragmentos da Mata Atlantica localizados em diferentes
municipios do sul da Bahia em comparacdo com o material botanico comercializado,
demonstraram que as concentracdes dos constituintes variaram entre os diferentes
municipios a depender dos solventes utilizados na extracdo. Contudo, utilizando as analises
multivariavies PCA e HCA foi possivel concluir que o municipio de Santa Cruz Cabralia
apresentou maior similaridade dos constituintes quimicos com o material botanico
comercial. Devido a isso, as diferencas encontradas nas concentraces de M. albicans em
diferentes municipios do Sul da Bahia pode estar associada a diferentes variaveis de cultivo
da planta, como clima, tipo de solo, relacdo da planta com o meio externo entre outros.
Diante disso, por apresentar uma vasta diversidade bioldgica, a Mata Atlantica consiste em
uma area de enorme relevancia para a bioprospeccdo de constituintes quimicos de espécies

vegetais onde podem ser descobertas plantas com imensa potencialidade farmacoldgica.
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CONCLUSAO GERAL

No primeiro artigo, pode-se perceber que a espécie M. albicans apresentou variados
teores de fendlicos e flavonoides totais pela extracdo de solventes eutéticos (DES) e
convencionais. A substituicdo de solventes convencionais por DES vem se tornando uma
opcdo mais limpa e segura, pois estes apresentam propriedades especificas como boa
biocompatibilidade, ndo sdo reativos além de serem biodegradaveis. Na atividade
antioxidante, a M. albicans, exibiu variacdes nos valores de indice de atividade antioxidante
(IAA) como intensa e forte atividade para a extracdo com solventes convencionais e
moderada e baixa atividade com DES. Além disso, foi possivel identificar através da analise
em CLAE-DAD, os acidos cafeico, feralico, rosmarinico e trans-cindmico com os extratores
metanol e DES, porém foi possivel quantificar somente o acido rosmarinico. Entretanto,
novos estudos devem ser realizados utilizando outros acidos fendlicos a fim de quantificar e
identificar componentes na planta M. albicans.

No segundo artigo, foi possivel perceber que todos os fragmentos da Mata Atlantica
investigados em diferentes municipios do Sul da Bahia exibiram contetdo de fendlicos e
flavonoides totais de M. albicans, porém o municipio de Canavieiras mostrou maior
concentracdo (2625,45 ug EAG/g) de fenolicos extraidos com solvente DES, enquanto o
municipio de Porto Seguro mostrou maior extracao no teor de flavonoides (1383 pg EQ/Q)
com extrator metanol. No entanto, foi possivel concluir também através das técnicas

quimiométricas PCA e HCA que o material botanico comercializado neste estudo obteve
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maior grau de similaridade de constituintes quimicos com a planta coletada no municipio de
Santa Cruz Cabralia. Portanto sdo notdrias a importancia e a necessidade da descoberta de
novos compostos fenolicos oriundos de espécies vegetais que possam contribuir de forma
significativa para o bem-estar da saide humana no combate a diversas patologias como

cancer e doencas neurodegenerativas.
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