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RESUMO

Caracterizacéo in vitro de compostos fendlicos de partes aéreas da cana-de-acUcar e

sua capacidade antioxidante

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) tem sido foco de diversos estudos em
relacdo ao seu conteudo de compostos biologicamente ativos, especialmente flavonoides,
0S quais estdo presentes em todas as partes da planta, sendo responsaveis por diversas
acOes farmacoldgicas, tais como antioxidante e antimicrobiana. A producdo de cana-de-
acucar no Brasil para a safra 2018/19 esta estimada em 620,41 milhdes de toneladas. No
entanto, durante a colheita da cana-de-agulcar, grande parte da planta, principalmente folhas
do ponteiro, ndo apresenta aplicacao industrial ou interesse econémico. Estima-se que sdo
gerados 140 kg de palha por tonelada de cana-de-acucar produzida. Esta palha atualmente
fica no campo, trazendo alguns problemas para a plantacdo. A utilizacdo de antioxidantes
aumenta a estabilidade dos alimentos processados, e 0s sintéticos foram no passado a
alternativa para a industria de alimentos. No entanto a utilizagdo dos antioxidantes sintéticos
tem sido descartada em varios paises por trazerem riscos a saude, e por serem muito
volateis e facilmente decompostos a altas temperaturas. Deste modo, a pressédo na busca
de novas alternativas para a preservacdo de alimentos é constante, e a natureza quimica
destas novas alternativas tem sido questionada. Hoje a busca por produtos de origem
reconhecidamente natural € uma realidade. Residuos de origem vegetal, como a palha da
cana-de-acucar, podem ser valiosas fontes de compostos que possuam principios bioativos,
a serem utilizados em diversas industrias, como a de alimentos e a farmacéutica. Dado que
a cana-de-aclcar é considerada uma planta alimenticia, suas folhas poderiam ser
amplamente utilizadas na obtengdo de compostos ativos para uso nutracéutico e/ou
farmacologico; o que geraria uma vertente de utilizagcdo deste material. O intuito deste
trabalho € a utilizacdo do ponteiro da cana-de-acucar (parte imida) proveniente da colheita
da cana-de-acuUcar como material para a extracdo de compostos fendélicos com comprovada
atividade antioxidante. O objetivo foi avaliar a eficiéncia da extracdo de fendlicos totais,
flavonoides totais e atividade antioxidante in vitro a partir de testes do parametro solvente,
utilizando etanol, acetato de etila, cloroférmio e hexano, e posteriormente do parametro
tempo em lhora, 2 horas, 3 horas, 5 horas e 7 horas a temperatura de 50°C. O maior
conteudo de compostos fendlicos bem como maior atividade antioxidante foram observados
para o extrato a partir do etanol como solvente extrator. O tempo e a temperatura também
influenciaram os resultados, indicando uma maior extracdo de compostos fendlicos a partir
do tempo 3 horas a 50°C.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Atividade antioxidante, Extracéo



ABSTRACT

In vitro characterization of phenolic compounds from sugarcane aerial parts and their

antioxidant capacity

Sugarcane (Saccharum officinarum L.) has been the focus of several studies
regarding its content of biologically active compounds, especially flavonoids, which are
present in all parts of the plant, being responsible for several pharmacological actions, such
as as antioxidant and antimicrobial. Sugarcane production in Brazil for the 2018/19 crop is
estimated at 620.41 million tons. However, during sugarcane harvesting, much of the plant,
especially pointer leaves, has no industrial application or economic interest. It is estimated
that 140 kg of straw is generated per ton of sugar cane produced. This straw is currently in
the field, bringing some problems to the plantation. Antioxidants are used in the food industry
to prevent product changes, especially lipid oxidation, during processing and storage.
However, the use of synthetic antioxidants has been ruled out in many countries because of
their health risks, and also because they are very volatile and easily decomposed at high
temperatures. Thus, the pressure to search for new alternatives for food preservation is
constant, and the chemical nature of these new alternatives has been questioned. Today the
search for products of recognized natural origin is a reality. Vegetable residues such as
sugarcane straw can be valuable sources of compounds that have bioactive principles to be
used in various industries, such as food and pharmaceutical. Given that sugarcane is
considered a food plant, its leaves could be widely used to obtain active compounds for
nutraceutical and / or pharmacological use; which would generate a use strand of this
material. The purpose of this work is the use of the sugarcane pointer (wet part) from the
sugarcane harvest as a material for the extraction of phenolic compounds with proven
antioxidant activity. The objective was to evaluate the extraction efficiency of total phenolics,
total flavonoids and antioxidant activity in vitro from solvent parameter tests, using ethanol,
ethyl acetate, chloroform and hexane, and after the time parameter in 1 hour, 2 hours, 3
hours, 5 hours and 7 hours at a temperature of 50 ° C. The highest content of phenolic
compounds as well as the highest antioxidant activity were observed for ethanol extract as
extraction solvent. Time and temperature also influenced the results, indicating a greater
extraction of phenolic compounds from time 3 hours at 50 ° C.

Keywords: Phenolic compounds, Antioxidant activity, Extraction






1 INTRODUCAO

O estudo de produtos naturais € uma das areas mais tradicionais do setor quimico
brasileiro, face aos fatores histéricos amplamente discutidos e a grande biodiversidade de
nosso pais (PUPO et al., 2007). As grandezas litorAneas, de sua flora e da maior floresta
equatorial e tropical imida do planeta, favorecem a vocacao do setor de pesquisas do Brasil
para a quimica de produtos naturais.

No contexto da evolucdo das plantas terrestres, estima-se que cerca de 500 mil
espécies ocupem todo o planeta, sendo que 50% sao constituidas pelas angiospermas.
Estas plantas alcancaram um desenvolvimento impar, dada a ocorréncia de micromoléculas
distintas e complexas e, possivelmente devido a essas caracteristicas, sejam atribuidas a
elas inUmeras propriedades biologicas. Sendo assim, as plantas constituem um enorme
laboratério para a quimica de produtos naturais, tornando-se matéria-prima para corantes,
medicamentos e cosmeéticos, fruto de milhdes de anos de evolucdo e adaptagdo sobre a
terra (MONTANARI e BOLZANI, 2001; FRANCA et al., 2001).

Um exemplo € a biodiversidade da cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.), a
qual possui diferentes origens, sendo algumas espécies da Oceania e outras asiaticas. Pelo
seu enorme valor econdmico e sua notavel difusdo geografica, a cana-de-acgucar constitui no
suporte da maior industria agricola do mundo (VILA, 2008).

A partir da cana-de-agucar € possivel produzir uma infinidade de produtos como:
acucar, alcool potavel elou combustivel, cachaca, alimentagdo animal (variedades
forrageiras), produgéo de garapa ou caldo de cana servido imediatamente ap6és a moagem
(BRAZ, 2003).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2019), estima-se que a
producdo de cana-de-acUcar do pais para a safra 2018/19 atinja 620,41 milhdes de
toneladas. Diante desses nimeros de producdo € de se esperar que haja um excedente de
palha no canavial, o qual poderia ser utilizado para outros fins comerciais, considerando-se
gue de cada tonelada de cana-de-agucar produzida 140 kg s&o de palha (BORBA, 2008).

Outro fato em questédo é que desde 2014 a colheita da cana-de-agUcar esta sofrendo
modificacBes em funcéo de restricdes legais e ambientais contra o processo de queima em
areas mecanizaveis, essa proibicdo deu-se a partir do decreto de Lei Estadual 47.700 de 11
de marco de 2003, regulamentando a Lei Estadual 11.241, de 19 de setembro de 2002. A
“cana crua” é geralmente colhida mecanicamente, e deixa uma camada de palha (ponteiro,
folhas secas e folhas verdes) sobre o solo (GUIMARAES et al., 2008). Uma alternativa
viavel para este material vegetal seria destina-lo a extracdo de compostos quimicos Uteis a

guimica de produtos naturais.



10

Nakasone et al. (2005) tém isolado de produtos da cana-de-agucar diversos
compostos fendlicos com razoavel atividade antioxidante quando comparados a um
antioxidante comercial, 2- ou 3-tercbutil-4-hidroxianisol (BHA). Em trabalho publicado por
Duarte-Almeida et al. (2006) ha citagfes da atividade antioxidante de compostos isolados de
produtos da cana-de-agucar.

O controle da oxidacdo nos produtos naturais e na alimentacdo € um dos grandes
problemas da preservacdo dos alimentos. A oxidagdo lipidica ndo s6 produz sabores e
aromas desagradaveis, como diminui a qualidade nutricional e a seguranca dos alimentos
devido a formacdo de produtos secundéarios. Para superar este problema, usam-se
antioxidantes sintéticos, principalmente compostos fendlicos sintéticos como: BHA
(butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) e TBHT (terbutilhidroxiquinona). Tais
substéncias tém sido largamente utilizadas como antioxidantes na industria de alimentos,
contudo sua toxicidade tem sido alvo de estudos ao longo dos anos.

Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia da extracdo de compostos
fenolicos das partes aéreas da cana-de-agUcar provenientes da colheita mecanizada quanto
as suas capacidades antioxidantes em duas etapas:

a) Avaliar a eficiéncia dos solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
etanol na extracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro presente no
ponteiro de cana-de-acgucar;

b) Avaliar a eficiéncia dos tempos de extracdo 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas
e 7 horas na extracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro a uma

temperatura fixa, presente no ponteiro de cana-de-agucar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-agucar

Introduzida no Brasil no periodo colonial, a cana-de-acUcar, atualmente, apresenta
grande importancia socioecondmica, sendo fonte de matéria-prima para producdo de muitos
produtos e subprodutos, sendo o aglcar e alcool os principais produtos de interesse do
mercado (ALVES; BACCHI, 2004).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) é uma planta perene da familia Poaceae
e género Saccharum; sendo sua propagacao feita por meio dos colmos com 2-3 gemas. O
colmo é cilindrico, ereto, fibroso e, rico em sacarose de acordo com a variedade (Figura 1).
As folhas saem das bases dos nés, sdo alternas, de coloragdo verde, compreendem uma
bainha com pelos lignificados (GODOY; TOLEDO, 1972).

Figura 1: Cana-de-agucar (Saccharum spp.)
Fonte: Mundo da cana, 2011

A parte superior da cana-de-aglcar é composta por entrends imaturos, o cartucho
contendo o sistema apical e as folhas que ainda estio verdes. E nessa regiéo da cana onde
se encontram altos teores de acucares redutores (glicose e frutose), baixos teores de
sacarose, amido, aminoacidos, acidos orgéanicos, polissacarideos totais e compostos
fendlicos (STUPIELLO, 2000). Por ser a regido com menor teor de sacarose, e pelos demais
componentes citados causarem impactos negativos na fabricacdo de acgulcar e alcool, como
por exemplo precursédo de cor, o que dificulta a cristalizacdo da sacarose e a inibicdo da
fermentagcdo alcoolica, é feito o desponte no momento da colheita da cana-de-agucar
(STUPIELLO, 2000).
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Tendo inicio no Brasil no século XVI, a cana-de-acUcar era colhida manualmente a
partir da queima, que se tornou uma opc¢ao necessaria para facilitar o trabalho dos
cortadores e aumentar assim a produtividade. Mesmo com problemas de perda de agucar
por exsudacgédo do caldo, a operagéo de queima pré-colheita se consolidou durante boa parte
do século XX.

A partir do decreto de Lei Estadual 47.700 de 11 de margo de 2003, regulamentando
a Lei Estadual 11.241, de 19 de setembro de 2002, foi proibida a queima da cana-de-agUcar
em areas mecanizaveis, a “cana crua” colhida mecanicamente deixa um novo residuo na
lavoura, uma camada de palha (ponteiro, folhas secas e folhas verdes) sobre o solo
(GUIMARAES et al., 2008). A principio, a palha deixada sobre o campo apresentou
beneficios que se mostravam importantes na conservagdo do solo como no controle de
ervas daninhas, umidade, temperatura, teor de matéria organica, nutrientes e erosao.
Simultaneamente, a palha foi considerada um grande potencial de biomassa adicional
podendo ser utilizada na cogeragéo de energia através da queima e também destinada para
producéo de etanol de segunda geracdo (CELENTE, 2016).

Porém, a camada de palha deixada sobre o solo em determinadas quantidades e
condi¢cBes pode favorecer a ocorréncia de alguns problemas de doencas e pragas a cultura
da cana como espécies de insetos-praga e plantas daninhas, como € o caso da infestacéo
de cigarrinha em ambiente propicio, ervas daninhas que sobrevivem e se propagam sob a
palha e a podriddo do abacaxi (Figura 2) em ambientes mais frios onde o fungo
Thielaviopsis paradoxa afeta de forma significativa a brota¢do inicial o desenvolvimento e
vigor dos brotos da cana-de-acgucar apresentando falhas e deixando o canavial com aspecto
irregular e em alguns casos exigindo o replantio causando prejuizos ao produtor
(COOPERCITRUS, 2019), ao passo que reduzem a ocorréncia de outras plantas positivas,
especialmente as fotoblasticas, favorecendo a necessidade de sua retirada (CELENTE,
2016). O aumento da quantidade de palha deixada sobre o campo pode ainda aumentar o
tempo para a rebrota da cana soca (segundo corte da cana-de-agucar) e ocasionar a
saturacdo por potassio em solos que recebem aplicagdo de vinhaca, utilizada para
aumentar a fertilidade do solo, reduzir da captacdo de 4gua para irrigacéo e reduzir o uso de
fertilizantes quimicos (SORDI; MANECHINI, 2013).
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Figura 2: Podriddo do abacaxi em cana-de-agucar
Fonte: Revista Cultivar, 2016

Em estudo com o objetivo de avaliar os efeitos de diferentes quantidades de palha da
cana-de-acucar sobre as emissdes de gases do efeito estufa (CO, (didéxido de carbono), CH,
(metano) e NO, (6xido nitroso)) do solo, Signor (2014) observou que logo apds a colheita da
cana-de-agucar, as emissdes de CH, e CO, tiveram um aumento linear com o aumento da
gquantidade de palha deixada no solo. Contudo, esse comportamento desapareceu 6 ou 12
meses apos a deposicdo da palha. Esse aumento pode estar relacionado com o aumento da
atividade microbiana induzida pela deposicao dos restos culturais. Ja4 as emissdes de NO,,
independente do tempo decorrido desde a deposicdo de palha sob o solo, ndo foram
afetadas.

Outra alternativa viadvel para este material vegetal seria destind-lo a extracdo de
compostos quimicos Uteis & quimica de produtos naturais. As folhas da cana-de-acUcar,
segundo Deschamps e Ramos (2002), Takara et al. (2007) e Nakasone et al. (2005), sdo
especialmente ricas em compostos fendlicos. De uma forma geral, os compostos fendlicos
constituem um grupo de metabdlitos secundarios que exerce papéis importantes nas

plantas, como a protecéo contra estresses ambientais (HAHLBROCK; SCHEEL, 1989).

2.1.1 COMPOSTOS FENOLICOS — FLAVONOIDES

Os compostos fendlicos, quimicamente, podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila (Figura 3), incluindo
seus derivados (Figura 4). S&o originados do metabdlito secundario das plantas, derivados
dos amino&cidos aromaticos fenilalanina e também da tirosina (SHAHIDI; NACZK, 2004).
Fenois simples, flavonoides, ligninas e derivados do acido benzoico entre outros, fazem

parte da vasta variedade de compostos fendlicos existentes.
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O OH
OH
OH
HO OH
OH
Figura 3: Estrutura quimica fenol Figura 4: Estrutura quimica acido galico

Segundo Ribeiro et al. (2009), os flavonoides estdo largamente difundidos na
natureza e fazem parte da constituicdo da grande maioria das plantas. Dao-se de forma livre
(aglicona) ou ligados a acucares (glicosideos), estando presentes em todas as partes da
planta desde a raiz até as flores e frutos, sendo encontrado nos vacuolos das células.
Apresentam importantes propriedades farmacoldgicas atuantes no sistema biolégico, como
por exemplo, acdo antioxidante, antialérgica e anticarcinogénica (YAO et al. 2004,
MARKHAM, 1982).

Dispondo de uma diversidade de formas estruturais os flavonoides, que séo
derivados da flavona, compreendem 15 atomos de carbono em seu nucleo basico disposto
na configuracdo C6-C3-C6, ou seja, dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos
podendo ou ndo formar um terceiro anel, ligados a varios substituintes (Figura 5) (VILA,
2006).

OH
OH

HO 0

OH
OH O

Figura 5: Estrutura quimica de um flavonoide

Na biossintese das varias classes de flavonoides, eles podem sofrer algumas
modificacBes, como: hidroxilacdo, adicdo ou reducdo, metilagcdo de grupos hidroxila ou do
nacleo dos flavonoides, dimerizacao (produzindo biflavonoides), glicosilacdo de grupos
hidroxila (produzindo O-glicosideos) ou do nuacleo dos flavonoides (produzindo C-
glicosideos) (YAO et al., 2004; HARBORNE, 1994).
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De acordo com seu processo de formagéo, os flavonoides, séo classificados em 10
classes de compostos: flavondis, flavonas, glicofavonas, antocianinas, leucoantocianidinas,
auronas, chalconas, biflavonilas, isoflavonas e flavanonas (YAO et al., 2004). Devido a sua
leve acidez e por serem compostos polares ou moderadamente polares, sdo solUveis em
etanol, butanol e metanol e combinag6es de solventes com dgua (HARBORNE, 1984).

Em estudo com partes aéreas da cana-de-aglcar, Sartori et al. (2013) testou a
influéncia de diferentes concentracdes de solvente para extracdo, diferentes temperaturas e
pH. Uma correlacdo positiva foi observada com aumento da temperatura e pH, com uma
leve influéncia na proporcédo de solvente em agua, constatando que 0s parametros citados
influenciaram na extracdo de compostos fendlicos.

Segundo Payet et al. (2005) e Smith e Paton (1985), a cana-de-agucar contém
acidos fendlicos, polifendis e flavonoides. O interesse em polifendis, incluindo flavonoides e
acidos fendlicos, tem crescido nos ultimos anos devido a suas propriedades biolégicas e
seus possiveis papéis na prevencdo de diversas doencas cronicas envolvendo estresse
oxidativo, além do efeito protetor contra a oxidagdo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) (FUHRMAN; AVIRAM, 2002).

Na cana-de-agUcar as classes de flavonoides mais numerosas sdo as flavonas e
seus derivados metilados e glicosados, encontrando tanto os O-glicosideos como os C-
glicosideos (SMITH, 1985; MCGHIE, 1993). Os flavonoides de folhas de diversas espécies
de cana-de-agUcar tém sido estudados com propositos de taxonomia e evolutivos nos
dltimos anos. Ha também um interesse econbmico na identificacdo dos flavonoides
presentes, tanto do ponto de vista comercial (na clarificagdo do agucar, por exemplo, uma
vez que contribui com a mesma) quanto no que se refere ‘as atividades bioldgicas destes
compostos’ (MABRY et al.,, 1984). No que corresponde aos interesses farmacéuticos, os
flavonoides se destacam devido a suas propriedades anti-inflamatorias, antialérgicas,
antivirais e antitumorais (PACKER et al., 1999).

Os flavonoides, em consequéncia da sua capacidade de estabilizar radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico,
tem sido apontado como um potente antioxidante natural, isso gragas aos grupos hidroxilas
ligadas a estrutura do anel. Geralmente, esses compostos tém o poder de doar atomos de
hidrogénio inibindo as rea¢cfes em cadeia ocasionadas pelos radicais livres (RICE-EVANS et
al., 1996; BALASUNDRAM et al., 2006).
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2.2 Antioxidantes

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacdo (perda de
elétrons) de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacao das reacfes em
cadeia de oxidacdo. O termo antioxidante significa “que impede a oxidacdo de outras
substancias quimicas”. No entendimento quimico, antioxidantes sdo compostos aromaticos
contendo no minimo uma hidroxila. Nos compostos fendlicos, a atividade antioxidante se da
essencialmente as suas propriedades de oxido-reducdo, propriedades essas que
desempenham um importante papel na absor¢cdo e neutralizacdo de radicais livres,
decompondo perdxidos ou quelando o oxigénio triplete e singlete (ANTUNES, CANHOS,
1984; BRENNA, PAGLIARINI, 2001; ZHENG, WANG, 2001; FENNEMA, 1993; SIMAO,
1985).

Segundo a ANVISA (1961) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), antioxidante é
a substancia que retarda o aparecimento de alteragdo oxidativa no alimento. A FDA (Food
and Drug Administration), define que antioxidantes sédo substancias utilizadas para preservar
alimentos através do retardamento da deterioragdo, rancidez e descoloragcdo decorrentes da
autoxidacdo. Em via de regra, existem duas categorias basicas de antioxidantes: os naturais
e 0s sintéticos.

Estudos mostram que a ingestdo de substancias antioxidantes diariamente pode
produzir uma agdo protetora eficaz contra os processos oxidativos que ocorrem de forma
natural no organismo. Algumas doengas como cancer, diabetes, artrite, malaria, doencas do
coracdo, entre outras, podem estar relacionadas aos danos causados pelas substancias
reativas oxigenadas”, ou simplesmente ROS, que sao formas de oxigénio extremamente
reativas. Substancias essas ligadas também com processos responsaveis pelo
envelhecimento do corpo (BRENNA, PAGLIARINI, 2001; YILDRIM, MAVI, KARA, 2002).
Portanto, as ROS’s sao as diversas formas de oxigénio ativado (singlete), entre as quais os
radicais livres estéo inclusos.

Os radicais livres sdo espécies instaveis, que apresentam um numero impar de
elétrons na sua Orbita externa e de meia vida curta, reagem velozmente com diversos
compostos e alvos celulares, podendo danificar proteinas, lipideos, carboidratos e DNA, se
apropriando ou doando elétrons. Quando essas moléculas prejudiciais de radicais livres
estdo acima da capacidade protetora das defesas antioxidantes é que ocorre o estresse
oxidativo. Por este motivo € que os radicais livres estdo envolvidos em um grande numero
de doencas que afetam os seres humanos (MARCH, 1985; COOPER, 1995) e podem ser

constituidas de varias maneiras. Fatores externos como fumaca de tabaco, solventes
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organicos, radiacfes ionizantes e pesticidas, sdo fontes produtoras de radicais livres
(YILDRIM; MAVI, KARA, 2002).
S&o exemplos de radicais livres: o radical hidroxila, os metais de transformag¢ao como

ferro e o cobre, o0 anion superoéxido, o acido nitrico e o 0zénio.

2.2.1 CLASSIFICACAO E MECANISMO DE ACAO

Os antioxidantes podem ser classificados em: primarios, sinergistas, removedores de

oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e mistos.

2.2.1.1 Antioxidantes Primarios

Antioxidantes primarios sdo os compostos fendlicos que estimulam a remocao ou
inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacéo,
interrompendo a reacdo em cadeia através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas

moléculas (Figura 6).

ROO®* + AH —— ROOH +A*®
R®+AH — RH+A°

Onde: ROO® e R*® = radicais livres,
AH = antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo,

A° =radical inerte

Figura 6: Mecanismo de acado dos antioxidantes primarios
Fonte: RAMALHO e JORGE, 2006

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é subtraido pelos radicais livres ROO° e
R° com maior facilidade que os hidrogénios. Formam-se assim espécies inativas para
reacdo em cadeia e um radical inerte (A°) proveniente do antioxidante. Estabilizado por
ressonéncia, esse radical ndo tem a capacidade de iniciar ou aumentar as reacoes
oxidativas.

Os principais antioxidantes sintéticos e mais conhecidos desse grupo sdo: 0s
polifendis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG). Ja os antioxidantes naturais mais conhecidos sé&o
os tocoferéis (RAMALHO; JORGE, 2006).
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2.2.1.2 Antioxidantes Sinergistas

Os antioxidantes sinergistas (Figura 7) s&do substancias com pouca ou nenhuma
atividade antioxidante, quando usados em combinac¢des adequadas podem aumentar a
atividade dos antioxidantes primarios. Alguns antioxidantes primarios quando usados em

combinac¢fes podem atuar sinergisticamente (RAMALHO; JORGE, 2006).

HO\CHZ OH O O OH
Hé O Q O o
HO" HO
- OH 1o L~ on
HO OH O OH

Figura 7: Acido Ascorbico, Acido Tartarico, Acido Citrico
2.2.1.3 Antioxidantes Removedores de Oxigénio

Os antioxidantes removedores de oxigénio, através de reagbes quimicas estaveis,
atuam na captura do oxigénio presente no meio, consequentemente, tornando-os
indisponiveis para atuarem como propagadores da autoxidacdo. Um exemplo desse grupo
de antioxidantes é o acido ascorbico, seus isbmeros e seus derivados (Figura 8). O acido
ascorbico também pode atuar como antioxidante sinergista na regeneracdo de antioxidantes
primarios (RAMALHO; JORGE, 2006).

HQ HQ

0 O
HOCH MOIZN./ -

Mo OH HO OH

Acido L-ascorbico Acido L-iso-ascérbico

MG
)“u a 0
H ’:)": —
HO OoH

Acido D-ascorbico Acido D-iso-ascoérbico

Figura 8: Formas isoméricas do Acido Ascorbico
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2.2.1.4 Antioxidantes Bioldgicos

Os antioxidantes biol6gicos removem oxigénio ou compostos altamente reativos de
um sistema alimenticio, as enzimas responsaveis por essa atuacdo sao glucose oxidase,
superéxido dismutase e catalases (Figura 9) (RAMALHO e JORGE, 2006).

7N

H20z)— 2H;0+°0,

Figura 9: Catalase: converte o perdxido de hidrogénio em agua

2.2.1.5 Agentes Quelantes

Os agentes quelantes/sequestrantes, complexam ions metalicos (cobre e ferro,
principalmente) que catalisam oxidagéo lipidica, onde um par de elétrons ndo compartilhado
na sua estrutura molecular promove a acdo de complexacdo. Os agentes mais comuns sao
acidos citricos e seus sais, fosfatos e sais de &cido etileno diamino tetra acético (EDTA)
(Figura 10) (RAMALHO e JORGE, 2006).

Figura 10: EDTA

2.2.1.6 Antioxidantes Mistos

Os antioxidantes mistos sdo compostos de plantas e animais que tem sido estudado
como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo proteinas hidrolisadas, flavonoides e
derivados de acido cinamico (acido caféico) (Figura 11) (RAMALHO; JORGE, 2006).
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OH

AN OH

OH

Figura 11: Acido Caféico

2.2.2 ANTIOXIDANTES SINTETICOS E NATURAIS

Antioxidantes sintéticos e naturais apresentam func¢des similares. Os antioxidantes
sintéticos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos e 0s naturais sao substancias
bioativas que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos, sendo que a utilizagdo de
antioxidantes sintéticos vem sendo questionada quanto a sua salubridade, visto que alguns
estudos j4 tem demonstrado que essa classe de antioxidantes pode favorecer efeitos
mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al., 2001).

Presentes de forma natural ou intencional nos alimentos, os antioxidantes tem a
funcdo de atrasar o surgimento dos fenébmenos de oxidagdo com o objetivo de manter suas
caracteristicas sensoriais intactas, ndo alterando e ndo produzindo cores, sabores e odores
e ndo causando efeitos fisiologicos negativos. Os antioxidantes devem ser lipossollveis,
ativos em baixas temperaturas, econdmicos e resistentes aos tratamentos em que o
alimento seja submetido (ORDONEZ et al., 2005).

2.2.2.1 Antioxidantes Sintéticos

BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) e TBHQ (terbutilhidroxiquinona)
(Figura 12) sdo os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos. A
estrutura fendlica desses compostos permite a regeneracdo da molécula de aciglicerol
através da doacdo de um proton a um radical livre, o qual acaba interrompendo o
mecanismo de oxidagcdo. Todavia, pode ocorrer a estabilizacdo desses radicais livres sem

promover ou propagar reagdes de oxidacdo (RAMALHO e JORGE, 2006).
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OH OH OH
¢(cH,), (CH)C .~ C(CH), C(CH,),
| =
OCH, CH, OH
BHA BHT TBHQ

Figura 12: Estrutura quimica antioxidantes sintéticos

O BHA age como sequestrante de radicais peroxidos, sendo mais efetivo na
eliminacdo da oxidagdo em gorduras animais do que em Oleos vegetais e é insolivel em
adgua. Sua eficiéncia, como na maior parte dos antioxidantes fendlicos, é limitada em
sementes e Oleos insaturados de vegetais. Apresenta pouca estabilidade em altas
temperaturas, sendo efetivo no controle de oxidagdo de acidos graxos de cadeia curta
(FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

Apesar de possuir similaridades com o BHA, o BHT age como sinergista ou
regenerador de radicais BHA, é facilmente vaporizado em altas temperaturas e insollvel em
agua. Ambos podem conferir odor aos alimentos quando em altas temperaturas em
condicdes de fritura por longo periodo (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

Segundo Wu et al. (1982) em trabalho realizado com extrato metandlico de alecrim
(0,02%) em banha armazenada no escuto por 6, 14, 21, 28 e 36 dias através da
determinagdo do indice de peréxido, foi possivel confirmar a eficiéncia antioxidante do
extrato de alecrim, sendo comparavel ao BHT e superior ao BHA nas mesmas condicdes.

O TBHQ, em geral, é considerado mais eficaz em 6leos vegetais que o BHA ou o
BHT, é considerado também o melhor antioxidante para 6leos de fritura por resistir a altas
temperaturas, € ligeiramente sollvel em agua e quando combinado com acido citrico ha o
aumento de sua eficiéncia em 6leos vegetais (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2008).

Lolos et al. (1999) em estudo sobre a estabilidade oxidativa da batata frita,
observaram que apos a fritura a adi¢cdo de extrato de orégano como antioxidante retardou a
oxidacdo do Oleo absorvido pela batata, com resultados compativeis ao TBHQ no periodo
de 7 dias a 63°C de armazenamento.

Porém o uso desses antioxidantes em alimentos é limitado. O TBHQ, por exemplo,
nao é permitido no Canada e na Comunidade Econémica Europeia, no Brasil quem controla
0 uso desses antioxidantes é o Ministério da Salde, que limita como concentracdes
maximas permitidas a 200mg/kg para o uso do BHA e TBHQ e a 100mg/g para o uso do
BHT (LUZIA; JORGE, 2009).

Na Tabela 1, estdo exemplificados alguns alimentos onde é permitido o uso dos

antioxidantes sintéticos ja citados e os limites maximo de adicdo de cada um deles
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permitidos de acordo com a Resolucdo n° 04/88 — CNS/MS (Brasil, 1988), de 24 de

novembro de 1988, vigente até a presente data.

Tabela 1: Utilizac&o de antioxidantes sintéticos em alimentos

ADITIVO

ALIMENTOS EM QUE PODE
SER ADICIONADOS

LIMITE MAXIMO
g/100g — g/100mL

BHA
(BUTILHIDROXIANISOL)

Alimentos processados a base

0,02 sobre o teor

de cereais de 6leo
Coco ralado 0,01 calculado
sobre o teor de
gordura
Creme vegetal 0,02

Gomas de mascar

0,01 calculado
sobre o peso da
base gomosa

Leite de coco 0,01
Margarina 0,02
Oleos e gorduras 0,02
Produtos de cacau 0,02

BHT (BUTILHIDROXITOLUENO)

Alimentos processados a base

0,01 sobre o teor

de cereais de 6leo
Coco ralado 0,01 calculado
sobre o teor de
gordura
Creme vegetal 0,02

Gomas de mascar

0,05 calculado
sobre o peso da
base gomosa

Leite de coco 0,01
Margarina 0,02
Oleos e gorduras 0,01
Produtos de cacau 0,02

TBHQ (TERBUTILHIDROXIQUINONA)

Alimentos processados a base

0,02 sobre o teor

de cereais de 6leo
Farinhas, extratos e flocos 0,02 sobre o teor
derivados da soja integral de 6leos e
gorduras originais
do produto

Gomas de mascar

0,02 calculado
sobre o teor da
base gomosa

Oleos e gorduras

0,02

Fonte: Conselho Nacional da Saude. Resolug¢éo n° 04/88 — CNS/MS (Brasil, 1988),

2.2.2.2 Antioxidantes Naturais

Podendo ser extraidos de diversas matrizes alimentares ou orgéanicas, acidos

fendlicos, tocoferdis e extratos de plantas com o alecrim e a sélvia estdo entre os

antioxidantes naturais mais utilizados. Estdo presentes em pequenas quantidades nos

alimentos na forma de moléculas com capacidade de suspender a formacdo dos radicais

livres. Devido a sua frequente demonstracéo de alta atividade antioxidante em sistemas in
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vitro, essas substancias tém sido consideradas como conservantes naturais em alimentos
que tende a sofrer oxidacdo lipidica, conseguindo reduzir a velocidade de reacbes de
oxidacdo desses compostos (RICE-EVANS et al., 1996; ZHENG, WANG, 2001).

Nos tocoferdis, sua atividade antioxidante é devida a sua capacidade de doar
hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos, interrompendo assim a propagagdo em
cadeia, além de depender de outros fatores como temperatura, composicado e forma da
gordura (emulsdo, liquida) e concentracdo de tocoferdis. Sdo encontrados de forma natural
na maioria dos Oleos vegetais, em alguns tipos de pescado e hoje em dia sendo fabricados
por sintese. Sao quatro tipos de acordo com a localiza¢éo dos grupos metila do anel: a, B, y
e & (Figura 13) (RAMALHO; JORGE, 2006).

CH,

H c
C CH H
. 3 3 3

H4C o) CH,
CHj

Figura 13: estrutura quimica do a-tocoferol (vitamina E)

Ja nos acidos fenolicos, as propriedades antioxidantes sdo conferidas pela presenca
de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila
e/ou metoxila na molécula. Sao divididos em grupos: um composto pelos acidos benzoicos
(possuem sete atomos de carbono) e outro composto pelos acidos cinAamicos (possuem
nove atomos de carbono, sendo sete 0s mais comuns no reino vegetal). Os acidos fendlicos
agem como sequestradores de radicais e, as vezes, como quelentes de metais, tanto na
iniciagdo como propagacdo do processo oxidativo (RAMALHO; JORGE, 2006).Aléem da
atividade antioxidante em alimentos e seu potencial no controle das reacdes de oxidacao, 0s
compostos fendlicos (Figura 14) podem ter propriedades fisiol6gicas desejaveis como
atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, antitrombdética, entre outras (BALASUNDRAM et
al., 2006). Diante disso, a visibilidade em estudar o potencial de extratos naturais com
atividade antioxidante aumentou, com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos que
sdo amplamente utilizados pela industria de alimentos para aumentar a vida Util de
alimentos lipidicos (DURAN; PADILLA, 1983).
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Figura 14: Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos

N&o sendo conveniente apenas para a industria alimenticia, o uso de antioxidantes
naturais pode ser destinado para qualquer outro setor onde seu produto possa sofrer
processos oxidativos, como por exemplo cosméticos e produtos farmacéuticos (NEGRO et
al., 2003). O grande interesse das industrias, principalmente de alimentos, pelo uso dos
antioxidantes naturais se da principalmente por ndo serem toxicos e por, muitas vezes,

apresentarem beneficios a salde (BONILLA et al., 1999).

2.2.3 Os TIPOS E APLICAGOES FUNCIONAIS DOS ANTIOXIDANTES

Por serem substancias capazes de agir contra danos causados pelos efeitos do
processo fisioldgico de oxidagdo do tecido animal, enzimas (proteinas no corpo que ajudam

as reacdes quimicas) e nutrientes (vitaminas e minerais), também s&o antioxidantes.

2.2.3.1 Nutrientes Antioxidantes

Tendo em vista que cada nutriente € Unico em termos de estrutura e funcdo
antioxidante, a vitamina E € o nome genérico dado a todos os isdmeros do a-tocoferol que
manifestam atividade biol6gica, até o momento foram identificados 8 deles. Lembrando que
isbmeros tem duas ou mais moléculas com a mesma férmula quimica e arranjos atbmicos
diferentes, sendo o a-tocoferol o mais disponivel e conhecido isdbmero do mercado e o que
te maior efeito no corpo.

O a-tocoferol, por ser soltvel em gorduras, estda em uma posicao Unica para defender

as membranas das células, que em sua maioria sdo compostas de acidos gordurosos,



27

provenientes dos danos causados pelos radicais livres, protegendo também as gorduras em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da oxidagdo (CATANIA et al. 2009).

Também conhecida como acido ascorbico, a vitamina C é sollvel em agua e por
esse motivo busca por radicais livres em meio liquido, como o que esta dentro da célula. A
vitamina C funciona sinergicamente com a vitamina E para eliminar os radicais livres.
Também regenera a forma estavel da vitamina E (CATANIA et al. 2009).

O betacaroteno também é uma vitamina sollvel em agua e étima para buscar por
radicais livres em uma concentracdo de oxigénio baixa, isso porque ela é vista como a
melhor eliminadora do oxigénio singlete (uma forma energizada porem sem carga do
oxigénio, toxica para as células). Sao 600 carotenoides identificados até o momento, sendo
0 betacaroteno o mais vastamente estudado.

Ja o selénio, um mineral que necessita ser consumido em pequenas quantidades e
sem o qual ndo conseguiriamos sobreviver, é um elemento essencial. E responsavel pela
formacdo do centro ativo de varias enzimas antioxidantes incluindo a glutationa
peroxidase, enzima responsavel pela detoxificagdo de peroxidos inorgénicos e organicos
parte do sistema de defesa antioxidante enzimatico celular (CATANIA et al., 2009). Os
minerais manganés e zinco, similares ao selénio, sdo micromoléculas que também

constituem uma parte essencial das varias enzimas antioxidantes.

2.2.3.2 Enzimas Antioxidantes

Atuando como linha priméaria de defesa na destruicdo dos radicais livres estdo as
enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GTx).

Primeiramente o SOD adiciona um elétron (reduz) o radical superdxido para
formacao do peréxido de hidrogénio e oxigénio. Entdo a CAT e a GTx trabalham ao mesmo
tempo com a proteina glutationa para diminuir o peréxido de hidrogénio e gerar agua. A
enzima oxidante glutationa redutase é responsavel por reduzir a glutationa oxidada. Em
conjunto, elas consertam o DNA oxidado, reduzem a proteina oxidada e destroem lipideos
oxidados (BARBOSA et al., 2014).

2.2.3.3 Flavonoides Antioxidantes

Os compostos fendlicos, tais como os flavonoides estdo entre os antioxidantes

presentes mais ativos encontrados nos vegetais. Sua atuacdo como antioxidante se deve a
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sua capacidade de sequestrar radicais livres em ambos os compartimentos celulares:
hidrofilicos e lipofilicos. Os flavonoides doam atomos de hidrogénio e consequentemente
inibem as reagbes em cadeia promovidas pelos radicais livres. Os mais pesquisados sdo a
rutina, a naringenina, a quercetina e a miricetina.

Presente nas frutas e vegetais, a quercetina € o flavonoide mais abundante
encontrado no vinho tinto. Pode impedir o processo de formacdo de radicais livres de trés
maneiras distintas: na iniciacdo através da interagdo com ions superéxidos, na formacao de
radicais hidroxil quelando ions de ferro e na peroxidacao lipidica reagindo com radicais
peroxi de lipideos. Porém, ao reagir com ferro, a quercetina pode se tornar um pro-oxidante
induzindo ao estresse oxidativo (GASPAR et al., 1993).

Encontrada nas plantas e frutas citricas, a rutina € um tipo de flavonoide de grande
interesse farmacologico para saude humana por apresentar propriedades antialérgica,
antibacteriana, anti-inflamatéria, vasodilatador e antitumoral (SOUSA et al.,, 2015). A
atividade antioxidante da rutina esté relacionada com a sua estrutura quimica e propriedade
redutora através da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio como o radical peroxido, o
anion radical superoxido e o radical hidroxila (CAILLET et al., 2007; CALABRO et al., 2005),
guelando os metais de transi¢éo e atuando tanto no inicio como na transmissao do processo
de oxidacdo (PAULA et al., 2015).

Em estudos sobre a inibicdo dos danos oxidativos induzidos pelo peroxido de
hidrogénio no DNA de linfocitos humanos, a quercetina, a rutina e a miricetina tiveram um

efeito mais positivo que a vitamina C (NOROOZ| et al., 1998).

2.2.3.4 Minerais antioxidantes

Constantemente, o estresse oxidativo é associado as fases de iniciacdo e promoc¢éo
do processo de carcinogénese. Enzimas antioxidantes que antagonizam esse processo,
dependentes de selénio e zinco, estdo em niveis baixos nas células tumorais (GRIOGOLO
et al., 1998). Além do selénio, 0 zinco é citado na literatura como um mineral antioxidante
compreendido nos mecanismos celulares de defesa contra os radicais livres (ALFIERI et al.,
1998; YIIN; LIN, 1998).

Ha demonstracdes de que tumores exibem menores concentracdes da enzima
superoxido dismutase dependente de zinco e cobre em comparacdo aos tecidos normais
(GRIOGOLO et al., 1998). O selénio é um elemento traco essencial para seres humanos e
animais, porém em niveis reduzidos nas células e tecidos ocasiona menores concentracoes
da enzima antioxidante glutationa peroxidase e consequentemente resulta em uma mais

suscetibilidade das células e do organismo aos danos oxidativos ocasionados pelos radicais
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livres (SCIESZKA et al., 1997). A literatura demonstra que a falta de selénio € um importante
fator na predisposi¢éo no surgimento de tumores (FIALA et al., 1998). Além disso, o selénio
pode interagir com as vitaminas A e E na prevencdo do desenvolvimento de tumores
(DELMAS-BEAUVIEUX et al., 1996).

Porém é recomendada cautela na administracdo desse mineral aos seres humanos,
uma vez que resultados demonstraram que a suplementacéo do selénio pode aumentar os
processos de carcinogénese (BIRT, 1986).

A Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine (Comité de Nutricdo e
Alimentos do Instituto de Medicina), que € um conselho da National Academy of Sciences
(Academia Nacional de Ciéncias), em abril de 2000, alertou sobre os problemas de saude
causados pelas altas doses de antioxidantes. Desde 1941, a Food and Nutrition Board
determina quantidades e tipos de nutrientes que sdo necessarios para uma dieta saudavel.
Para cada tipo de nutriente é estabelecida uma Quantidade Dietética Recomendada (RDA),
que é um objetivo de ingestao diario para 98% dos individuos saudaveis em um nivel de
ingestdo maximo toleravel, ou seja, é a quantidade maxima de um nutriente que pode ser
ingerido a cada dia sem riscos ou efeitos contrarios a salde. Na Tabela 2 estdo algumas
recomendacdes feitas no relatério de 2000 chamado de “ingestao Dietética de Referéncia

para vitamina C, vitamina E, selénio e carotenoides”.
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Tabela 2: Ingestéo dietética de referéncia para vitamina E, vitamina C, betacaroteno e selénio

Antioxidante RDA (adultos) Nivel maximo Comentario
1,070mg de
vitamina E natural Quantidades maiores prejudicam a
Vitamina E 15 mg 785mg de coagulagdo do sangue, aumentando a
vitamina E probabilidade de hemorragia.
sintética

Quantidades maiores podem levar a

Vitamina C Mulheres: 75mg 2 mil mg diarreia e outros disturbios
Homens: 90mg gastrintestinais. Superdosagens pode
levar ao céncer, arteriosclerose e pedras
nos rins.

Altas dosagens tornam a pele laranja-
amarelada (hiperbetacarotemia), mas nao

Betacaroteno Nenhum Nenhum hé toxicidade. Entretanto, as pesquisas
indicam que néo é recomendavel o uso de
doses de betacaroteno além do que ja
existe em uma multivitamina e na sua
dieta regular.

Doses maiores podem causar a perda de
Selénio 55mcg 400 mcg cabelos, rachaduras na pele, fadiga,

distdrbios gastrintestinais e

anormalidades no sistema nervoso.

Fonte: Food Ingredients Brasil n°6, 2009
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3 RENDIMENTO DA EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS COM ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE A PARTIR DE DIFERENTES SOLVENTES

RESUMO

Uma extracdo eficiente € o ponto chave para obtencdo de éxito nos estudos dos
compostos fendlicos presentes nas matrizes vegetais, no caso, no ponteiro de cana-de-
acucar. A eficiéncia da extracdo € dependente de diversos fatores. Um dos principais
parametros a serem definidos para realizagdo de qualquer método convencional de extracao
é a escolha do solvente. A solubilidade dos compostos fendlicos alvo é gerida pela
polaridade do solvente empregado. O objetivo foi avaliar a eficiéncia da extracdo de
fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante in vitro do ponteiro de cana-de-
acucar a partir de testes de diferentes solventes. O maior contetldo de compostos fendlicos
bem como maior atividade antioxidante foram observados para o extrato a partir do etanol
como solvente extrator.

Palavras-chave: Solvente, Polaridade, Eficiéncia

ABSTRACT

Efficient extraction is the key to successful studies of phenolic compounds present in
plant matrices, in this case, the sugarcane pointer. Extraction efficiency is dependent on
several factors. One of the main parameters to be defined for carrying out any conventional
extraction method is the choice of solvent. The solubility of the target phenolic compounds is
managed by the polarity of the solvent employed. The objective was to evaluate the
efficiency of extraction of total phenolics, total flavonoids and in vitro antioxidant activity of
the sugarcane pointer from tests of different solvents. The highest content of phenolic
compounds as well as the highest antioxidant activity were observed for ethanol extract as
extraction solvent.

Keywords: Solvent, Polarity, Efficiency

3.1 Introducéo

A extracdo é um importante passo para a separacgdo, identificacédo, e utilizacdo de
compostos bioativos de fontes naturais. Dentre as diversas técnicas de extragdo, a extracédo
com solventes é o método mais empregado, onde o sucesso dessa técnica esta diretamente
relacionado com o solvente utilizado e a aplicacdo de maceracado e/ou calor (AZMIR et al.,
2013). Encontrar um Unico método de extracdo que seja adequado ndo € uma tarefa facil
(ANTOLOVICH et al. 2000). O rendimento da extracdo de compostos fendlicos a partir de
fontes naturais € motivado principalmente pelas condicbes que o processo de extracao
sélido-liquido é submetido. A extracado soélido-liquido pode ser definida como um fendémeno
de transporte de massa no qual componentes contidos em uma matriz soélida deslocam-se
para o solvente na qual esta imersa.

Esse processo pode ser dividido em duas etapas. A primeira, de maneira mais

rapida, envolvendo a transferéncia direta do soluto da superficie da matéria-prima devido a
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sorcdo do solvente. E a segunda, que acontece de maneira mais lenta, corresponde a
difusdo molecular do soluto no interior da matéria-prima para o solvente. Fatores como
coeficiente de difuséo, coeficiente de participacdo dos componentes extraidos do sélido para
0 solvente, o tipo de solvente, assim como seu volume, tamanho e geometria das particulas
solidas, também interferem nessas etapas (AZMIR et al., 2013).

De acordo com Cowan (1999), a eficiéncia da extragcdo estd relacionada
principalmente com a escolha do solvente. A polaridade do composto a ser extraido € o fator
mais importante nessa decisdo, visto que a natureza quimica dos compostos alvo variam
desde as mais simples até as altamente polarizadas, assim como suas quantidades variam
de vegetal para vegetal (MATTOS, 2013). A afinidade molecular entre solvente e soluto,
transferéncia de massa, seguranca ambiental e toxicidade para humanos, também sé&o
fatores que devem ser considerados na sele¢do do solvente para extracdo de compostos
fendlicos.

Para analisar a extracdo de compostos fendlicos se faz necessaria a utilizagdo de
solventes de diferentes polaridades. Segundo Julkunen-Tiitto (1985), fontes vegetais com
predominancia de compostos fendlicos denotam maior rendimento no processo de extragédo
com solventes polares, devido a solubilidade.

Metanol, etanol, acetona, &gua, etil acetato e, em menor grau, propanol,
dimetilformamide, e suas combinagbes sédo frequentemente usados para extracdo de
compostos fendlicos (ANTOLOVICH et al., 2000). Na tabela 3 estdo apresentados alguns
exemplos de solventes utilizados para extracdo de compostos bioativos. A US food and
Drug Administration, a fim de garantir a qualidade alimentar dos produtos extraidos,
recomenda a utilizacdo de solventes organicos ambientalmente seguros e de grau ndo
toxico (BARTNICK et al., 2014).

Tabela 3: Solventes usados para extragédo de diferentes compostos bioativos

Agua Etanol Metanol Cloroférmio Dicloro- Eter Acetona
metanol

Antocianinas Taninos Antocianinas Terpenoides Terpenoides Alcaloides Flavondis
Taninos Polifendis  Terpenoides Flavonoides Terpenoides
Saponinas  Flavonoides  Saponinas
Terpenoides Terpenoides Taninos

Alcaloides Flavonas

Polifenéis

Fonte: Cowan (1999)

Para extracdo de compostos fendlicos em matrizes vegetais, a utilizacdo de agua e

etanol, assim como suas misturas, sdo os solventes mais frequentemente utilizados. Os
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principais fatores que déo preferéncia a utilizacdo esses solventes estdo ligados a sua
grande disponibilidade em relacdo aos demais solventes e por dissolverem facilmente
diversos compostos fenolicos (ALOTHMAN et al., 2009), além da baixa toxicidade e por
serem recomendados em extragdes em alimentos (CHEN et al., 2015).

Em pesquisa realizada com folhas de “sambong” (Blumea balsamifera), também
conhecida como canfora Ngai, Nessa et al. (2014), determinaram a atividade antioxidante
das folhas mediante extracdo com éter, cloroférmio e metanol. O extrato metandlico
apresentou maior atividade antioxidante, seguido pelo extrato de cloroférmio e do extrato
etéreo.

Pode-se dizer entdo, que a solubilidade em determinado solvente é uma
caracteristica de cada composto, o que explica a inexisténcia de um Unico método universal

de extracao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 MATERIAL VEGETAL

Os ponteiros de cana-de-agUcar provenientes da colheita mecanizada foram
inicialmente desfibrados e homogeneizados através de um conjunto desintegrador-
homogeneizador. Apés, 500g do material desfibrado foram submetidos ao método de prensa
hidraulica (TANIMOTO, 1964) com o objetivo de extrair o caldo do ponteiro e separa-lo do
material fibroso. O caldo do ponteiro foi desprezado. O material fibroso (bagaco Umido)
resultante da prensa foi colocado em estufa com ventilagdo forcada a 105°C até massa
constante. Posteriormente, esse material seco foi moido em um moinho de facas Mod.
Fibrex (Sao Paulo/SP) e peneiras com malha de 0,394” para promover maior acessibilidade
as fibras das folhas e melhorar a extragdo com solventes organicos de compostos quimicos
presentes nas células vegetais. A partir desse material seco foram feitos os extratos do
ponteiro de cana-de-agucar.

Para o teste de eficiéncia da extragdo, foram utilizados quatro diferentes solventes:
hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol (grau analitico). A escolha dos solventes a
serem testados foi feita de acordo com a polaridade de cada um (Tabela 4). A partir de
entdo, os ponteiros de cana-de-agucar foram submetidos as extracdes com os diferentes

solventes em aparelho Soxhlet.
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Tabela 4: Constantes fisicas dos solventes utilizados para extracéo

Solvente Massa Molar Densidade Polaridade P.F.(°C) P.E.(°C)
(g/mL)
Hexano 86 0,66 0 -100 69
Cloroférmio 119,39 1,484 1,04 -63,5 62
Acetato de Etila 88,11 0,902 4.3 -84 76,5-775
Etanol 46,07 0,794 52 -117,3 78,5

Fonte: CEMPEQC, Instituto de Quimica Unesp

Para cada teste de extracdo foram adicionados 300mL do solvente no baldo de fundo
redondo e 3g da amostra do ponteiro de cana-de-acUcar seco e triturado foram pesados em
cartuchos de papel filtro e acondicionados no extrator (Figura 15). Apds a extracdo, 0s
extratos resultantes foram concentrados em rotaevaporador. Os extratos concentrados
foram acondicionados em tubos de ensaio com tampa de rosca e armazenados em freezer a
temperatura de -20°C. Os extratos foram submetidos as andlises subsequentes para
comparacao da extracdo quanto a natureza de cada solvente utilizado.

| Cartucho de papel filtro + Amostra

==

/',l .

Solvente

Figura 15: Conjunto extrator Soxhlet

3.2.2 ANALISE DE FENOLICOS TOTAIS PELO METODO DE FOLIN-CIOCALTEU
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O teor de compostos fendlicos (JULKUNEN-TITTO, 1985) nos extratos foi
determinado baseado no método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Na presenca de agentes
redutores, no caso os compostos fendlicos, o reagente de Folin-Ciocalteu de coloragéo
amarelada, que contém uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fusfotungstico, forma um
complexo de coloragéo azul. Aliquotas de 1mL dos extratos foram misturadas a 0,5mL do
reagente de Folin—Ciocalteau (1:10, v/v). Ap6s 40 minutos de reacdo a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, 2,5mL de carbonato de sodio 20% (m/v) foi adicionado para
interromper a reacdo. As misturam foram homogeneizadas e os comprimentos de onda lidos
a 725 nm em espectrofotbmetro (UV Mini-1240, Shimadzu Co., Japdo). Os teores de
fendlicos totais foram calculados contra curva de calibracdo de acido galico a uma
concentracdo maxima de 0,1 mg mL™. A partir da curva de calibracéo obteve-se a equacgéo
da reta, a qual foi utilizada para os célculos dos teores de fendlicos totais presentes em cada
extrato. Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos do ponteiro

de cana-de-acucar em diferentes solventes, as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.3 ANALISE DE FLAVONOIDES TOTAIS PELO METODO DE COMPLEXACAO DO ALUMINIO

Os conteudos de flavonoides totais (MARBY; MARKHAM; THOMAS, 1970) foram
determinados a partir de uma mistura de 0,5mL de extrato, 4,3mL de etanol 70% (v/v),
0,1mL de solucdo 2% de cloreto de aluminio (m/v) e 0,1mL de solu¢cdo 1 M de acetato de
sédio. As misturas foram homogeneizadas e mantidas em repouso por 40 minutos a
temperatura ambiente. Apos o tempo de reacdo, a leitura da absorbéancia foi feita a 415 nm
em espectrofotometro (UV Mini-1240, Shimadzu Co., Jap&o). A curva de calibragédo foi
realizada com solucéo de rutina (0,05g de rutina em etanol 70% (m/v)) nas concentracdes O,
10,15, 20, 30, 40, 45 e 50 ug mL™. Para determinacé&o de flavonoides totais nos extratos do
ponteiro de cana-de-acucar em diferentes solventes, as andlises foram realizadas em

triplicata.

3.2.4 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

3.2.4.1 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH°)

A atividade antioxidante dos extratos de cana-de-acUcar a partir de diferentes
solventes foi testada por meio da capacidade de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-picril-
hidrazil (DPPH?®), utilizando a metodologia descrita por Rufino (2007). O radical livre DPPH é
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solivel em metanol e apresenta coloracdo violeta. Quando um antioxidante é adicionado a
essa solugdo metandlica de DPPH®°, o radical livre é reduzido, e com isso, a coloracdo
violeta muda para amarela. Essa mudanca foi medida em espectrofotémetro (UV Mini-1240,
Shimadzu Co., Japéo) a 517 nm, indicando a eficiéncia do antioxidante adicionado em
remover o radical. A técnica consistiu na incubagédo de 0,3mL da solugdo metandlica de
DPPH° 0,3mM com 0,5mL do extrato e 3mL de etanol 95% (v/v) por 40 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Foi preparada uma solugdo “controle”, porém
substituindo 0,5mL do extrato por 0,5mL do solvente utilizado para diluir o extrato. Para
solucdo “branco” foi utilizado etanol. O percentual de captagdo do radical DPPH° foi
calculado em termos da porcentagem e expresso na forma de atividade antioxidante (AA%),

de acordo com a férmula abaixo:

% Atividade Antioxidante = 100-((Aamostra-Abranco) *100) / Acontrole)

Onde: Aamostra © @ absorbancia da solu¢cdo DPPH (extratos); Auranco € @ absorbancia do
solvente sem adicdo de DPPH; Acnroe € @ absorbancia da solugéo referéncia de DPPH
metanol). Para determinacdo de atividade antioxidante pelo método DPPH® nos extratos do

ponteiro de cana-de-acUcar, as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.5 ANALISE EM CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

O principio da CCD é baseado na separacdo dos componentes de uma mistura por
meio da migracdo diferencial desses componentes quando arrastados pela fase moével
(solvente) sobre uma camada delgada adsorvente. Para os extratos do ponteiro de cana-de-
acucar, a andlise de CCD foi realizada em placas de silica gel K6F 60A pré-revestidas de 20
x 20 cm (0,25 mm de espessura) obtidas da Whatman Co. (USA). Primeiramente as placas
foram ativadas em estufa a 100°C por 60 minutos. Com o auxilio de um capilar cada extrato
foi aplicado como ponto sobre a placa. A camara reveladora foi previamente saturada por 30
minutos com o auxilio de um papel filtro, utilizando cloroférmio e metanol (15:1 v/v) como
fase moével. A placa foi desenvolvida em camara vertical, a temperatura ambiente, até a
altura de aproximadamente 16cm a partir do ponto de partida (Figura 16). Depois de seca, a
visualizacdo da placa foi feita pela aspersao de solucdo de revelador p-anisaldeido, sendo
em seguida seca em estufa a 100°C por 2 minutos (MEDIC-SARIC et al., 2004).
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Figura 16: Camara vertical para desenvolvimento da CCD

3.2.6 ESPECTROS DE ABSORGAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

As medidas de absorgdo para os extratos do ponteiro de cana-de-agucar de
diferentes solventes foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 1cm, por meio de um
espectrofotbmetro UV-Visivel Mini 1240 (Shimadzu Co., Japdo), com varredura no intervalo
de 200 — 600 nm e resolucdo de 1 nm. O extrato foi utilizado concentrado.

3.2.7 ANALISE ESTATISTICA

As médias dos resultados da caracterizagdo dos extratos do ponteiro de cana-de-
acucar de diferentes solventes foram diferenciadas pelo teste de Tukey a 99% de confianca
utilizando o software R. Também foram realizados testes de correlacdo entre as variaveis
estudadas utilizando o coeficiente de Correlagdo do Produto de momentos de Pearson, ou
simplesmente Coeficiente de Pearson (r), que reflete a intensidade de uma relacdo linear

entre dois conjuntos de dados. E um indice adimensional com valores situados -1,0 e 1,0.

3.3 Resultados e Discusséao

O teor de compostos fendlicos de um extrato sofre diversas influéncias como a sua

composicao, origem, condicdes de armazenamento e o pré-tratamento da matéria prima do
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qual é proveniente, da mesma forma que a polaridade e o tipo de solvente utilizado também
exercem influéncias durante a extracdo (ROCKENBACHI et al., 2008).

Apos a extracdo, os extratos foram submetidos as andlises de fendlicos totais, de
flavonoides totais e analise da atividade antioxidante in vitro DPPH®. Os resultados obtidos
para essas andlises encontram-se na Tabela 5, onde os rendimentos estdo mostrados

conforme o aumento da polaridade dos solventes usados na extragao.

Tabela 5: Caracterizacdo dos extratos de ponteiro de cana-de-agclUcar quanto aos teores de
compostos fendlicos, flavonoides, e atividade antioxidante in vitro, expressos como médiat desvio
padréo.

Extrato Fendlicos (g L")  Flavonoides (g L™ DPPH° (%)
Hexano 0,234+0,02° 1,778+0,03° 11+0,1¢
Cloroférmio 0,262+0,01°¢ 2,441+0,3" 27+0,3°
Acetato de etila 0,828+0,04° 2,820+0,2° 4810,3°
Etanol 1,756+0,02° 4,659+0,4% 83+0,1%

Médias de n=3 + desvio padrao.
Letras iguais na vertical indicam ndo haver diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 1% de
significancia.

Analisando o rendimento em ordem crescente de polaridade, pode-se observar que o
hexano, o cloroférmio e 0 acetato de etila apresentaram baixos rendimentos. Nota-se que 0
etanol apresentou o melhor potencial de extracdo para andlise de fendlicos totais
(1,756x0,02 g L") e para a andlise de flavonoides (4,659+0,4 g L™), indicando que os
compostos bioativos presentes no ponteiro de cana-de-aglcar apresentam caracteristicas
mais polares. A polaridade do solvente €& eficiente na solubilizagdo de compostos
semelhantes entre si em funcdo das caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, isto é,
compostos bioativos com caracteristicas polares terdo maior afinidade com solventes
polares. O mesmo ocorre para 0 grupo de compostos apolares, que séo extraidos de forma
mais eficiente por solventes apolares (ANDRADE, 2011).

De acordo com Tiwari et al. (2011) substancias fendlicas tem maiores afinidades por
solventes mais polares, como etanol e acetato de etila, como mostram os resultados obtidos
neste estudo. A polaridade do solvente utilizado interfere na extracéo, podendo extrair, por
exemplo, flavonoides livres no extrato em acetato de etila ou flavonoides glicosilados no
extrato em etanol (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Moreira et al. (2012), detectaram
variagdes nos teores de fendis totais e flavonoides e na atividade antioxidante de extratos de
Baccharis trimera, conhecida como carqueja, utilizando hexano, acetato de etila e etanol

como solventes extratores. Ao final, concluiu que o uso de solventes polares como o etanol
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e 0 acetato de etila extrairam maiores quantidades de substancias fendlicas com atividade
antioxidante.

Em estudos para analisar o melhor solvente extrator de compostos fendlicos e
atividade antioxidante em alimento, Vizzotto e Pereira (2011), testaram diferentes solventes
com pouca, intermédia e alta polaridade. O solvente de menor polaridade, o hexano, ndo
apresentou resultados satisfatérios, uma vez que ndo foi capaz de extrair os compostos
fendlicos da amora-preta. Enquanto o solvente de alta polaridade, o etanol, foi o mais
eficiente nas extracoes.

Embora os extratos sejam da mesma espécie vegetal, 0 processo de extracdo e a
utilizacdo de diferentes solventes € importante para detectar a diferenca dos teores de
fendlicos e flavonoides totais, uma vez que os fendlicos influenciam diretamente na
capacidade antioxidante, onde é possivel verificar que quanto maior o teor de fendlicos
totais, maior sera atividade antioxidante do extrato em questao (LIMA et al., 2012), como
pode ser conferido na Tabela 5. A correlacdo de Pearson entre a concentragdo de
flavonoides e DPPH foi forte positiva (r = 0,978), assim como entre fendlicos e DPPH (r =
0,984). O extrato em etanol se destacou por apresentar o maior valor de atividade
antioxidante, com um consumo de (83+0,1%) do radical DPPH®.

A fim de elucidar uma prévia identificacdo de compostos fendlicos com capacidade
antioxidante nos extratos obtidos a partir de diferentes solventes, foi realizada a andlise de
CCD. A CCD é uma técnica bastante utilizada em andlises preparativas e como um
importante instrumento para isolamento de compostos naturais com atividade biolégica
(HARBONE, 1984; HOSTETTMANN et al., 2003).

ApoOs a revelagdo da placa onde os extratos foram aplicados (Figura 17), foi possivel
observar que as fracbes resultantes de cada extrato revelam grande diversidade de
compostos fendlicos de diferentes classes, formando vérias bandas. Também foi possivel
observar que todas as bandas foram igualmente reveladas, contudo diferem na
guantidade/concentragdo. O extrato em etanol (3) apresentou uma coloragdo visualmente
mais forte e o extrato em hexano (4) cores visualmente mais claras, indicando assim uma
maior quantidade/concentracdo de compostos fendlicos no extrato em etanol. Devido a
configuracao final da placa, ndo foi possivel estabelecer os valores de referéncia (Rf) para

cada extrato.
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Figura 17: Cromatograma resultante da analise de CCD. Revelador p-anisaldeido. 1- cloroférmio, 2- acetato de
etila, 3- etanol e 4- hexano

Esse comportamento pode ser comprovado pela analise dos espectros de absorcéo
por espectrofotometria através dos espectros de absorcdo na regido UV-Visivel, com
varredura no intervalo de 200 — 600 nm, obtidos a partir dos extratos em diferentes
solventes (Figura 18). E possivel observar a formagéo de picos de absorbancia na faixa de
comprimento de 280 nm - 350 nm, que correspondem aos comprimentos onde se encontram
os compostos fendlicos e os flavonoides, onde temos: 280 nm para os derivados dos acidos
hidroxibenzobicos (acido vanilico e acido galico) e para catequina e epicatequina (flavonais)
(TOALDO et al., 2015); 300 nm para &cido salicilico e acido p-cumarico (VAN LEEUW et al.,
2014); 320 para derivados dos acidos hidroxicinamicos (acidos ferulico e caféico) (TOALDO
et al.,, 2015); e 360 nm para os flavonéis miricetina, quercetina e rutina (WIJNGAARD;
BRUNTON, 2010), o que sugere a presenca de alguns desses compostos fenélicos nos

extratos analisados.
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Figura 18: Espectros de absor¢do méaxima em func¢do do comprimento de onda dos extratos de ponteiro de
cana-de-agucar em diferentes solventes

De modo geral, nota-se que os perfis dos espectros dos extratos sdo semelhantes,
havendo diferenca na concentragdo dos compostos quimicos extraidos e ndo na
composicao desses compostos. Nota-se também que para os picos de absorbancia na faixa
de comprimento que compreende 0os compostos fendlicos e flavonoides, o extrato em etanol

€ 0 que contém maior concentracao desses compostos.

3.4 Conclusodes

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que:

Solventes de diferentes polaridades utilizados para o processo de extragdo dos
compostos fendlicos do ponteiro de cana-de-acUcar foi um importante pardmetro para se
detectar a variagdo da concentragdo nos extratos.

Os conteudos totais de fendlicos e flavonoides do ponteiro de cana-de-acUcar do
extrato em etanol diferiu significativamente em nivel de (p<0,001) dos extratos em acetato
de etila, cloroférmio e hexano.

A analise de atividade antioxidante pelo método DPPH° apresentou resultados
positivos para todos os extratos analisados. O extrato em etanol apresentou o maior

consumo do radical DPPH° com maior atividade antioxidante.
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4 RENDIMENTO DA EXTRACAO COM ETANOL DE COMPOSTOS FENOLICOS COM
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE A PARTIR DE DIFERENTES TEMPOS E
TEMPERATURA

RESUMO

Tempo e temperatura também s@o parametros importantes a serem otimizados para
a extracdo de compostos fendlicos presentes em matrizes vegetais, neste caso, o ponteiro
da cana-de-acucar. Durante a extracdo, a temperatura pode afetar compostos bioativos de
diferentes maneiras, onde o contetdo fendlico total tende a diminuir com o aumento da
temperatura. O tempo de extragdo também afeta consideravelmente a recuperacdo desses
compostos. Longos periodos de tempo podem aumentar a possibilidade de oxidacdo de
fenol. Objetivou-se avaliar a eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos totais,
flavondides totais e atividade antioxidante in vitro do ponteiro da cana-de-aglcar a partir de
ensaios com tempos e temperaturas constantes. Os tempos e a temperatura influenciaram
os resultados, indicando maior extracdo de compostos fenodlicos a partir de um periodo
(tempo) de 3 horas a 50 ° C.

Palavras-chave: Tempo, Temperatura, Extracéo

ABSTRACT

Time and temperature are also important parameters to be optimized for the
extraction of phenolic compounds present in plant matrices, in this case, the sugarcane
pointer. During extraction, temperature may affect bioactive compounds in different ways,
where the total phenolic content tends to decrease with increasing temperature. Extraction
time also considerably affects the recovery of these compounds. Long periods of time may
increase the possibility of phenol oxidation. The objective was to evaluate the extraction
efficiency of total phenolics, total flavonoids and in vitro antioxidant activity of the sugarcane
pointer from tests with different times and constant temperature. The times and temperature
influenced the results, indicating greater extraction of phenolic compounds from a period
(time) of 3 hours at 50 ° C.

Keyword: Time, Temperature, Extraction

4.1 Introducdo

Além da natureza do solvente, outros fatores também podem contribuir para
eficiéncia da extragcao por métodos convencionais, como por exemplo temperatura e tempo
(XU e CHANG, 2007).

Altas temperaturas podem aumentar a eficiéncia da extragido devido a maior taxa de
difusdo e solubilidade dos analitos em solvente, onde o calor torna as paredes celulares
permedaveis, aumenta os coeficientes de solubilidade e a difusdo dos compostos a serem
extraidos e diminui a viscosidade dos solventes. Entretanto elevadas temperaturas também
podem afetar a atividade dos extratos degradando os compostos fendlicos. Dessa forma, as
extracbes de compostos fendlicos e antioxidantes, de maneira geral, sdo administradas
entre 20 e 60°C (PINELO et al., 2005).
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Com o objetivo de otimizar a extracdo de compostos antioxidantes da microalga
Spirulina platensis, Herrero et al. (2005), utilizaram para extracdo hexano, éter de petroleo,
etanol e 4gua, assim como temperaturas e tempos distintos. Ao final, altas temperaturas de
extragcdo apresentaram influéncia em todos os resultados. Ja a influéncia do tempo foi quase
insignificante. O etanol foi o solvente que forneceu maiores rendimentos com atividade
antioxidante.

Curtos periodos de extracdo podem ndo ser suficientes para a completa
transferéncia dos solutos para o solvente. Todavia, longos periodos de tempo de extracdo
em altas temperaturas podem oxidar os compostos fendlicos presentes na matéria-prima
(XU e CHANG, 2007). Segundo Shahidi e Naczk (1995) o tempo de extracdo deve variar de
1 minuto a 24 horas.

Ao estudar a Tabernaemontana catharinensis, uma espécie arbérea, Sari (2016)
analisou diferentes tempos, temperaturas e solventes para determinar a melhor condicédo de
extracdo de compostos bioativos. Ao final o extrato que apresentou maior teor de compostos
fendlicos bem como atividade antioxidante ocorreu em 30 minutos, 65°C e tendo o etanol
como solvente extrator.

Santana et al. (2013), também analisaram a influéncia das variaveis solvente, tempo
e temperatura na extracdo de compostos fendlicos totais utilizando sementes de maracuja
amarelo. A combinacao de variaveis que apresentou melhor extracdo de composto fendlicos
totais foi o extrato etandlico a 80% em temperatura de 70°C durante 40 minutos.

Apesar dos desafios, como por exemplo longos tempos de analise, requerimento de
solventes de alto grau de pureza, e muitas vezes toxicos, evaporacao de grande quantidade
de solvente, baixa seletividade da extracdo e exposi¢édo a luz e ao oxigénio possibilitando a
ocorréncia de degradacdes, a extracdo convencional é a técnica mais empregada na
extracdo de compostos fendlicos devido principalmente a sua simplicidade e relativo baixo
custo, uma vez que ndo precisa de uma instrumentacdo complexa e de custo elevado
(AZIMIR et al., 2013).

4.2 Material e Métodos

4.2.1 MATERIAL VEGETAL

Os ponteiros de cana-de-acucar foram inicialmente desfibrados e homogeneizados,
através de um conjunto desintegrador-homogeneizador. Esse material desfibrado (imido) foi

submetido a extracdo. Em cinco elernmeyers foram pesados 5g do ponteiro desfibrado e
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adicionado 50mL de etanol 95% PA em cada um. Apdés, foram acondicionados em banho-
maria a 50°C. Foram testados cinco tempos diferentes de extragédo: 1 hora, 2 horas, 3 horas,
5 horas e 7 horas (Figura 19). Foi realizada agitacdo de forma manual dos elernmeyers em
todos os tempos. Ao final de cada tempo de extracdo, o extrato resultante foi filtrado em
chapéu chinés, concentrado em rotaevaporador, acondicionado em tubo de ensaio com
tampa de rosca e armazenado em freezer a -20°C.
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Figura 19: Extragdo em banho-maria a 50°C em diferentes tempos

4.2.2 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Para os extratos do ponteiro de cana-de-acUcar de diferentes tempos foi realizada a
extracdo SPE, uma técnica de separacao solido-liquido muito utilizada na purificacdo de
compostos fendlicos para extrair analitos semivolateis e ndo volateis de amostras liquidas. A
fase sdlida, também denominada de sorvente, compde o recheio de um cartucho na forma
de seringa com 0s mesmos mecanismos de retencdo idénticos aos envolvidos em
cromatografia liquida em coluna. A extracéo em fase sélida foi realizada utilizando cartuchos
Oasis HLB com o objetivo de remover interferentes (aclcares, clorofila e fendis) dos extratos
a serem analisados.

A primeira etapa para o procedimento de purificacdo dos compostos fendlicos dos
extratos envolve a aplicacdo de 1mL de metanol seguido de 1mL de agua ultrapura para o
condicionamento do sorvente presente no interior do cartucho. Em seguida, foi feita a
retencdo do analito no cartucho através da aplicacdo de 2mL do extrato do ponteiro de
cana-de-acUcar. Apds foi realizada a limpeza do cartucho através da aplicacdo de 3mL de

agua ultrapura para a retirada dos interferentes menos retidos que os analitos, esta etapa
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também pode ser chamada de lavagem ou clean-up. Por ultimo foi realizada a eluicdo do
analito com a aplicagdo de 5mL de metanol (Figura 20). Os extratos foram acondicionados
em tubos de ensaio com tampa de rosca e armazenados em freezer a -20°C.
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Figura 20: Etapas da SPE
Fonte: Extracdo em fase sélida (SPE); Fernando Lancas; 2004

4.2.3 ANALISE DE FENOLICOS TOTAIS PELO METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

O teor de compostos fendlicos (JULKUNEN-THTTO, 1985) nos extratos foi
determinado baseado no método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Na presenca de agentes
redutores, no caso os compostos fendlicos, o reagente de Folin-Ciocalteu de coloragdo
amarelada, que contém uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fusfotungstico, forma um
complexo de coloragdo azul. Aliqguotas de 1mL dos extratos foram misturadas a 0,5mL do
reagente de Folin—Ciocalteau (1:10, v/v). Ap6s 40 minutos de reagdo a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, 2,5mL de carbonato de sédio 20% (m/v) foi adicionado para
interromper a reagdo. As misturam foram homogeneizadas e os comprimentos de onda lidos
a 725 nm em espectrofotbmetro (UV Mini-1240, Shimadzu Co., Japao). Os teores de
fenolicos totais foram calculados contra curva de calibracdo de é&cido géalico a uma
concentracdo méaxima de 0,1 mg mL™. A partir da curva de calibracéo obteve-se a equacgéo
da reta, a qual foi utilizada para os calculos dos teores de fendlicos totais presentes em cada
extrato. Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos do ponteiro

de cana-de-acUcar de diferentes tempos, as analises foram realizadas em triplicata.
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4.2.4 ANALISE DE FLAVONOIDES TOTAIS PELO METODO DE COMPLEXACAO DO ALUMINIO

Os conteudos de flavonoides totais (MARBY; MARKHAM; THOMAS, 1970) foram
determinados a partir de uma mistura de 0,5mL de extrato, 4,3mL de etanol 70% (v/v),
0,1mL de solucédo 2% de cloreto de aluminio (m/v) e 0,1mL de solucdo 1 M de acetato de
sédio. As misturas foram homogeneizadas e mantidas em repouso por 40 minutos a
temperatura ambiente. Apds o tempo de reacao, a leitura da absorbancia foi feita a 415 nm
em espectrofotbmetro (UV Mini-1240, Shimadzu Co., Japao). A curva de calibracdo foi
realizada com solucéo de rutina (0,05g de rutina em etanol 70% (m/v)) nas concentracdes 0,
10,15, 20, 30, 40, 45 e 50 ug mL™. Para determinacéo de flavonoides totais nos extratos do

ponteiro de cana-de-agucar de diferentes tempos, as andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.5 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

4.2.5.1 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH?)

A atividade antioxidante dos extratos de cana-de-acucar a partir de diferentes tempos
foi testada por meio da capacidade de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-picril-hidrazil
(DPPH?®), utilizando a metodologia descrita por Rufino (2007). O radical livre DPPH é soluvel
em metanol e apresenta coloragdo violeta. Quando um antioxidante é adicionado a essa
solugdo metandlica de DPPH®, o radical livre € reduzido, e com isso, a coloracé@o violeta
muda para amarela. Essa mudanca foi medida em espectrofotbmetro (UV Mini-1240,
Shimadzu Co., Japéo) a 517 nm, indicando a eficiéncia do antioxidante adicionado em
remover o radical. A técnica consistiu na incubagdo de 0,3mL da solucdo metandlica de
DPPH°® 0,3mM com 0,5mL do extrato e 3mL de etanol 95% (v/v) por 40 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Foi preparada uma solugdo “controle”, porém
substituindo 0,5mL do extrato por 0,5mL do solvente utilizado para diluir o extrato. Para
solugdo “branco” foi utilizado etanol. O percentual de captagdo do radical DPPH° foi
calculado em termos da porcentagem e expresso na forma de atividade antioxidante (AA%),

de acordo com a férmula abaixo:

% Atividade Antioxidante = 100-((Aamostra-Abranco) *100) / Acontrote)

Onde: Aamostra € @ absorbancia da solucdo DPPH (extratos); Apranco € @ absorbancia do

solvente sem adicdo de DPPH; A.noe € @ absorbancia da solucéo referéncia de DPPH
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metanol). Para determinagdo de atividade antioxidante pelo método DPPH® nos extratos do
ponteiro de cana-de-acgUcar, as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.5.2 Atividade antioxidante pelo método da complexacdo do &cido fosfotlngstico-
fosfomolibdico (TAC)

Para determinacdo da capacidade antioxidante total dos extratos do ponteiro de
cana-de-acucar foi utilizado o método de complexacédo pelo fosfomolibdénio descrito por
Prieto et al. (1999). Esse método fundamenta-se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio
(V) ocorrida em presencga de substancias com capacidade antioxidante, com formacéao de
um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH acido. Em tubo de ensaio, aliquotas
de 0,1mL do extrato foi adicionado a 0,1mL da mistura reativa compreendida de &cido
sulfarico 3M, fosfato monobasico de sédio 0,1M e molibdato de amdnio a 0,03M. Os tubos
de ensaio hermeticamente fechados, foram levados a banho-maria a 95°C por 90 minutos.
Apoés o resfriamento em temperatura ambiente, realizou-se a adicdo de 2mL de agua
destilada. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro (UV Mini-1240, Shimadzu Co.,
Japao) a 695 nm. Os resultados foram expressos em AAR% (acido ascorbico), a partir da

expressao:

AAR% (é.CidO ascérbiCO) = [(Aextrato - Abranco) / (Aécido ascorbico ~ Abranco)] x 100

Onde: AAR% (acido ascorbico) é a atividade antioxidante relativa, expressa em
porcentagem; Aexrao € @ absorbancia do extrato testado; Apanco € @ absorbancia do branco
preparada com agua ultrapura acrescido de 1mL da mistura reativa; Ascido ascomico € @

absorbéancia da solucao referéncia a uma concentracdo de 200 ug/mL de acido ascorbico.

4.2.6 ESPECTROS DE ABSORGAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

As medidas de absorcdo para os extratos do ponteiro de cana-de-agUcar de
diferentes tempos foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 1cm, por meio de um
espectrofotbmetro UV-Visivel Mini 1240 (Shimadzu Co., Japao), com varredura no intervalo

de 200 — 600 nm e resolugdo de 1 nm. O extrato foi utilizado concentrado.
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4.2.7 ANALISE DE FENOLICOS POR CROMATOGRAFICA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE POR
ARRANJO DE DIODO (HPLC/DAD)

As técnicas de analise por HPLC oferecem a chance de analisar simultaneamente
todos 0s compostos de interesse juntos com seus derivados e possiveis produtos de
degradacdo (STALIKAS, 2007). O principio de funcionamento da cromatografia liquida é
dado a partir do transporte continuo do solvente liquido (fase mével) com o auxilio de uma
bomba até a coluna cromatografica (fase estacionaria), a amostra € inserida no sistema
através de um sistema de injecdo automatico. As diferentes interacdes entre as moléculas
presentes na amostra e a fase estacionaria fazem com que estas tenham tempos de
retencdo diferentes no sistema, fazendo com que seja possivel separar 0s compostos
presentes na amostra (Figura 21).

A identificacdo dos compostos fendlicos foi feita utilizando o método descrito por Vila
(2006), utilizando um cromatégrafo liquido modelo HPLC Shimadzu com detector de
UV/DAD. A coluna utilizada foi do tipo C18 e com fase mével: Solvente A: acido férmico a
0,2% em agua ultrapura e Solvente B: acetonitrila a um fluxo de 1,0mL/min e temperatura da
coluna de 40°C. O gradiente da fase mével foi de: 0-8 min.: 10-13% B; 8-25 min.: 13-20% B;
25-40 mim.: 20-40% B; 40-45 min.: 40-60% B; 45-50 min.: 60-10% B; 50-65 min.: 10% B. O

volume de injecdo do extrato foi de 10 pL.
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Figura 21: Esquema simplificado de andlise por HPLC
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4.2.8 ANALISES ESTATISTICAS

As médias dos resultados da caracterizacdo dos extratos do ponteiro de cana-de-
acucar em diferentes tempos foram diferenciadas pelo teste de Tukey a 99% de confianca
utilizando o software R. O perfil do espectro UV-Visivel foi utilizado para a andlise de
componentes principais (PCA) com o intuito de diferenciar os tratamentos através do

software R usando a biblioteca FactorMiner e o Ggplot2.

4.3 Resultados e Discussao

A busca por um modelo de extracé@o pratico e eficiente € um sistema continuo nas
avaliacdes de compostos fenolicos, onde varios parametros devem ser observados, além da
influéncia do solvente ha também a influéncia do tempo e da temperatura de extracdo
(Carvalho et al., 2007).

A escolha da temperatura para a extracdo dos compostos fendlicos presentes no
ponteiro de cana-de-acUcar foi determinada apoOs os resultados obtidos na Tabela 5.
Definido o etanol como o melhor solvente extrator, a temperatura de 50°C foi utilizada por
ficar abaixo do ponto de ebulicdo do etanol (78,4°C), nao interferindo assim na volatilizacdo
dos compostos fendlicos durante a extracado e por estar de acordo com a pesquisa de Pinelo
et al. (2005), que determina a faixa de temperatura entre 20 e 60°C para extracdo de
compostos fendlicos de fontes vegetais.

A partir de entdo, os ponteiros de cana-de-acUcar em etanol foram submetidos a
extracbes em diferentes tempos: 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas e 7 horas em banho-
maria com agitacdo manual a 50°C. A escolha dos tempos de extragéo foi determinada com
0 objetivo de analisar a concentracdo de compostos fendélicos em longos periodos de tempo,
visto que na literatura € muito comum a utilizacdo apenas de curtos periodos de tempo para
extracdo em fontes vegetais.

ApOs extracdo e clean-up dos extratos etandlicos de cinco tempos diferentes, foram
realizadas as analises de fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante in vitro

DPPH° e TAC. Os resultados para essas andlises encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6: Caracterizacdo dos extratos de ponteiro de cana-de-agUcar quanto aos teores de
compostos fendlicos, flavonoides, e atividade antioxidante in vitro, expressos como médiat desvio
padréo.

Extrato Fendlicos (g L™) | Flavonoides (g L™) | DPPH° (%) | TAC (%)
1 hora 0,555+0,01° 1,19+0,1° 48+0,5° 30+0,4°
2 horas 0,712+0,02° 1,72+0,05° 44+0,9° 27+0,3"
3 horas 0,832+0,04% 1,96+0,03? 49+0,4° 41+0,1?
5 horas 0,567+0,01° 1,76+0,12 47+1,5% 33%0,3%
7 horas 0,762+0,01% 1,69+0,01° 47+1,2%° 28+0,2"

Médias de n=3 + desvio padrao.
Letras iguais na vertical indicam ndo haver diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 1% de
significncia.

Observando o rendimento em ordem crescente dos tempos, € possivel notar que
houve aumento na concentracdo de compostos extraidos até o tempo 3 horas, variando as
concentracdes apos esse tempo. Para o teor de fendlicos totais, o tempo 3 horas
apresentou maior concentracéo (0,832+0,04 g L™). Assim como se observou para o teor de
flavonoides totais, onde o tempo 1 hora apresentou menor concentracdo (1,19+0,1 g L™).

O tempo de extracdo pode afetar a recuperacdo dos compostos fendlicos, onde esse
periodo deve variar de 1 minuto a 24 horas. Longos periodos de extracdo podem elevar a
possibilidade de oxidacdo dos fendlicos, necessitando que agentes redutores sejam
adicionados ao solvente do sistema (Shahidi e Naczk, 1995).

Em pesquisa com frutas vermelhas extraidas em metanol, etanol e agua, em tempos
de 1, 12 e 24 horas, Andreo et al. (2006) evidenciaram que na extragdo em agua o teor de
compostos fendlicos diminuiu com o passar do tempo, enquanto que com 0s solventes
metanol e etanol houve o aumento do teor de compostos fenélicos com o passar do tempo.

Com o objetivo de otimizar a extragdo de compostos fendlicos do bagaco de uva,
Spigno et al. (2007) investigaram a cinética de extracdo de 1 a 24 horas a 45 e 60°C, e o
efeito de solvente etanol com diferentes teores de 4gua na producgéo e qualidade de fendis e
poder antioxidante. A extracdo foi um processo lento, com maiores rendimentos a 60°C do
que a 45°C, e com degradacdo térmica aparente dos constituintes apds 20 horas. A
concentracdo de fendis diminuiu para um teor de agua acima de 50% do etanol. O poder
antioxidante foi altamente correlacionado a concentracdo total de fendis e nao foi
influenciado pelo teor de agua do etanol, sugerindo que essa variavel influenciou apenas a
guantidade, mas ndo a natureza dos compostos extraidos.

O uso de altas temperaturas pode ser favoravel para extracdo de fendlicos. O calor

pode tornar as paredes celulares permeaveis aumentando a solubilidade e a taxa de difusao
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dos compostos para o solvente, facilitando dessa forma a extragdo. Entretanto, a
combinacdo de elevadas temperaturas de extracdo com longos periodos podem degradar
os compostos fendlicos (OLIVEIRA, 2014). A diminuicdo do teor de compostos fendlicos
pode ser causada pelo préprio processo de extracdo, através da volatilizagdo de compostos
e da secagem que provoca degradagdo quimica e enzimética (ANDREO et al., 2006). De
modo geral, para os teores de fendlicos totais e flavonoides totais, o tempo 1 hora foi o que
apresentou o menor teor de extragcdo para todas as andlises e todos os tempos.

Para os resultados obtidos nos testes da atividade antioxidante DPPH° e TAC,
observa-se que o porcentual antioxidante apresentado em ambas as andlises variou entre
0s extratos analisados. No método utilizando o sequestro do radical livre DPPH®, o extrato 3
horas se destacou por apresentar o maior valor de atividade antioxidante, com um consumo
de 49% do radical DPPH°. Para o método TAC o extrato 3 horas (41+0,1%) também
apresentou maior valor de capacidade antioxidante quando comparado aos demais extratos.
Apesar da variacdo de valores obtidos, as respostas aos métodos de capacidade
antioxidante se mostraram positivos.

Através da analise dos espectros de varredura da regido UV-Visivel dos extratos
etandlicos de ponteiro de cana-de-acucar de diferentes tempos, feitos na faixa de 200-600
nm, para identificacdo do perfil de cada extrato, observa-se que héa similaridade nos picos de
absorbancia proximos dos comprimentos na faixa de 260 - 470 nm, como pode ser
observado na Figura 22.

Como ja mencionado anteriormente, cada comprimento de onda € especifico para
cada grupo de compostos, temos: 280 nm para os derivados dos acidos hidroxibenzdicos
(acido vanilico e acido galico) e para catequina e epicatequina (flavonois) (TOALDO et al.,
2015); 300 nm para acido salicilico e acido p-cumarico (VAN LEEUW et al., 2014); 320 para
derivados dos acidos hidroxicinamicos (acidos ferulico e caféico) (TOALDO et al., 2015); e
360 nm para os flavondis miricetina, quercetina e rutina (WIINGAARD; BRUNTON, 2010), o

gue sugere a presenca de alguns desses compostos fendlicos nos extratos analisados.
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Figura 22: Espectros de absor¢cdo méaxima em funcdo do comprimento de onda dos extratos etandlicos do
ponteiro de cana-de-agucar nos tempos de 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas e 7 horas

De acordo com a andlise do comportamento dos espectros dos extratos é possivel
observar que nao ha diferenca na composicdo dos compostos extraidos e sim na
concentracdo desses compostos em cada extrato analisado. A partir dos comprimentos de
onda obtidos pela analise de espectros de absorcao, foi realizada a andalise multivariada
PCA, onde foi possivel observar uma separacdo de 97,48% para os tempos utilizados. A
partir dos espectros de absorcdo maxima, foi realizada a andlise de fenolicos HPLC/DAD
com o proposito de comprovar os perfis dos compostos extraidos. Foram analisados
extratos etandlicos do ponteiro de cana-de-agucar de trés tempos distintos de extracdo: 1
hora (minimo), 3 horas (intermediério) e 7 horas (maximo).

O espectro UV-Vis fornecido pelo DAD possibilita a deteccdo de uma ampla faixa de
tipos de metabdlitos e fornece dados sobre as classes desses metabdlitos, através de
espectro caracteristico e absorbancia maxima.

Os resultados das analises por HPLC dos extratos etanélicos de ponteiro de cana-
de-acUcar indicam, através dos picos de concentracdo, a presenca de cinco compostos
fendlicos majoritarios para os extratos. Dados espectrais de todos os picos dos extratos
analisados foram acumulados na faixa de 200 — 400 nm. Na Tabela 7 sdo mostrados os
tempos de retencdo e a area para 0s compostos em cada um dos cinco picos majoritarios

referente aos tempos de extracdo analisados.
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Tabela 7: Areas das composicdes fendlicas dos extratos do ponteiro de cana-de-aclcar correspondentes aos
cinco picos majoritarios encontrados nos cromatogramas (Figura 23)

Extrato 1 2 3 4 5
(Rt: 10.7 min) | (Rt: 11.7 min) | (Rt: 21.2 min) | (Rt: 26.4 min) | (Rt: 34.9 min)
1 hora 67.764 47.335 116.218 56.103 75.344
3 horas 81.898 56.674 131.688 65.223 106.190
7 horas 95.290 45.726 156.530 68.184 88.202

Analisando os resultados nota-se que houve similaridade nos cinco picos majoritarios
pois apresentaram o mesmo tempo de retencdo (Rt), ou seja, para cada um dos trés
extratos analisados a identificacdo dos picos dos compostos ocorreram N0 mMesmo tempo.
Entretanto, observa-se diferenca entre as areas dos picos majoritarios para cada tempo de
extracdo utilizado. Quando feita a andlise dos tempos em relacdo aos Picos obtidos, o
extrato 7 horas apresentou as maiores areas (Picos 1, 3 e 4) indicando aumento desses
compostos no extrato durante a extragdo, independente da sua concentragdo. Ja o extrato
de 1 hora apresentou as menores areas (Picos 1, 3, 4 e 5), indicando assim baixa extragdo
dos compostos presentes nesse extrato.

O Pico 3 possui maior area para os trés extratos analisados. Para o extrato de 7
horas, o Pico 3 representa 11,14% da area total de todos os picos encontrados para esse
extrato, no extrato de 3 horas, o pico 3 representa 10,3% da area total de todos os picos
encontrados para esse extrato e para o extrato 1, o pico 3 representa 10,7% da area total de
todos os picos. Essas porcentagens indicam que esse composto provavelmente é o que se
tem em maior quantidade nos extratos etandlicos do ponteiro de cana-de-agucar.

Em estudos, Abbas et al., (2014), caracterizaram o perfil fenélico de folhas de cana-
de-acucar por HPLC/DAD, utilizando como fase mével acido acético 2% e metanol. Os
resultados revelaram a presenca de varios compostos fendlicos, indicados em 12 picos
majoritarios, sendo eles: acido galico (Rt: 10.97 min, pico 1) catequina (Rt: 16.03 min, pico
2), acido clorogénico (Rt: 19.56 min, pico 3), acido caféico (Rt: 22.17 min, pico 4), acido
ferdlico (Rt: 24.13 min, pico 5), epicatequina (Rt: 28.04 min, pico 6), acido elagico (Rt: 32.17
min, pico 7), acido cumarico (Rt: 36.17 min, pico 8); rutina (Rt: 38.11 min, pico 9), quercitrina
(Rt: 41.05 min, pico 10), isoquecitrina (Rt: 43.39 min, pico 11) e quercetina (Rt: 47.83 min,
pico 12). Onde o composto de maior area € observado no pico 5.

Nas Figuras 23, 24 e 25 encontram-se os perfis cromatogréficos dos extratos 1 hora,
3 horas e 7 horas de extracdo com seus respectivos espectros juntamente com 0s espectros

dos cinco picos majoritarios encontrados em cada extrato.
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Figura 23: Perfil cromatografico referente ao tempo 1 hora de extragdo do extrato do ponteiro de cana-de-agUcar e seus respectivos espetros dos picos majoritarios
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Figura 24: Perfil cromatogréfico referente ao tempo 3 horas de extragéo do extrato do ponteiro de cana-de-aglcar e seus respectivos espetros dos picos majoritarios
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Figura 24: Perfil cromatogréafico referente ao tempo 7 horas de extracdo do extrato do ponteiro de cana-de-aglcar e seus respectivos espetros dos picos majoritarios
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Embora a andlise por HPLC tenha detectado picos majoritarios de compostos
fendlicos presentes em cada extrato, apds analise dos perfis cromatograficos, pode-se notar
gue esses picos estdo com valores muito baixos, tanto que os perfis dos espectros nao
ficaram elucidativos, mostrando que a avaliagcdo do método néo foi eficiente. Isso pode ter
ocorrido devido a baixa concentracdo dos extratos analisados.

A diferenca existente entre os métodos de quantificagdo por HPLC e por
espectrofotbmetro € o tipo de compostos fendlicos que sera quantificado. Em analises por
HPLC ¢é feita somente a quantificacdo de compostos fendlicos simples enquanto por
espectrofotdmetro é feita a quantificagcao de compostos fendlicos de cadeias longas (> Cgs).
Diferencas no teor de compostos fenélicos extraidos para os tempos 3 e 7 horas podem ser
observadas para essas duas andlises. Na quantificacdo por espectrofotometro, o teor de
compostos fendlicos foi maior para o tempo 3 horas, enquanto na quantificagdo por HPLC o
tempo 7 horas apresentou as maiores areas para 0s compostos extraidos.

Os resultados mostram que o tempo de extragdo pode ser significativo. A explicacdo
é dada pelo favorecimento da acéo fisica, que provoca a agitagdo das moléculas do
solvente, aumentando a energia do meio e consequentemente a producdo de calor. O
conjunto desses fatores, associados a um tempo prolongado de extracéo, podem favorecer
a liberacdo de compostos bioativos aderidos na matriz vegetal , como também a quebra de
ligacbes moleculares, disponibilizando, como por exemplo, compostos fendlicos, onde apos
a quebra da cadeia longa ocorre a formacgéo de acidos fendlicos de cadeia simples que se
tornam mais disponiveis (CROFT, 1998; LIMA, 2012). Desse modo, pode-se explicar as

maiores areas de alguns picos majoritarios para o tempo 7 horas na analise por HPLC.

4.4 Conclusodes

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que:

A utilizacéo de diferentes tempos no processo de extracdo dos compostos fendélicos
do ponteiro da cana-de-acUcar foi um parametro importante para se detectar o indice de
variagdo nos extratos.

Os conteudos de fendlicos e flavondides totais, no extrato durante 1 hora foi o que
apresentou os menores resultados, pelas analises por espectrofotémetro e HPLC.

Na quantificacdo por HPLC o tempo de 7 horas apresentou as maiores &reas dos
compostos extraidos.

As andlises de atividade antioxidante in vitro DPPH® e TAC apresentaram resultados

positivos em todos os extratos analisados.
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