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Baccharis vulneraria: descricao quimica e bioatividade de
extratos fendlicos

Baccharis vulneraria: chemical description and bioactivity
of phenolic extracts

RESUMO

Foi realizada a caracterizagdo quimica e avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos
fendlicos das folhas da espécie Baccharis vulneraria. Os extratos vegetais foram obtidos
por meio de extracdo acido-base, utilizando-se a sequéncia de solventes: cloroférmio,
acetato de etila em meio bdsico, acetato de etila e metanol (1:1) em meio bdsico e
acetato de etila em meio acido. A caracteriza¢do quimica foi realizada por Cromatografia
em Camada Delgada utilizando como revelador cloreto férrico, resultando em teste
positivo para fendlicos. Quantificou-se os compostos fendlicos (Folin-ciocalteu) e
flavondides totais (Cloreto de aluminio) e determinou-se a atividade antioxidante pelo
método de sequestro de radical 2,2-difenill-picril-hidrazil. Todas as analises foram
realizadas em leitor de microplacas, minimizando o uso de reagentes e extratos.
Observou-se neste estudo que os diferentes extratos possuem diferentes quantidades
de compostos fendlicos e flavondides em sua composi¢cdo quimica, corroborando com a
atividade antioxidante apresentada pelos extratos analisados.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Flavonadides. Fendis.
ABSTRACT

Chemical characterization and evaluation of the antioxidant activity of the phenolic extracts
of the leaves of the Baccharis vulneraria species were carried out. The plant extracts were
obtained by acid-base extraction, using the solvent sequence: chloroform, ethyl acetate in
basic medium, ethyl acetate and methanol (1: 1) in basic medium and ethyl acetate in acid
medium . Chemical characterization was performed by Thin Layer Chromatography using
ferric chloride as a developer, resulting in a positive test for phenolics. The phenolic
compounds (Folin-ciocalteu) and total flavonoids (Aluminum chloride) were quantified and
the antioxidant activity was determined by the sequestration method of 2,2-diphenyl1-
picryl-hydrazyl radical. All analyzes were performed in a microplate reader, minimizing the
use of reagents and extracts. It was observed in this study that the different extracts have
different amounts of phenolic and flavonoid compounds in their chemical composition,
corroborating the antioxidant activity presented by the analyzed extracts.
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INTRODUGAO

Os antioxidantes sdo objeto de estudos em pesquisas para tratamento de
diversas doencas (MORAES, 2009) além de sua aplicagdo, como por exemplo, para
fins cosméticos (CASTRO, 2014). As plantas apresentam uma pluralidade de
metabolitos secunddrios com carater antioxidante. Entre eles é possivel citar os
compostos fendlicos, tais como acidos cafeoilquinicos e flavondides (MORAES,
2009).

A espécie Baccharis vulneraria encontra-se distribuida em paises como Brasil,
Uruguai e Argentina. No Brasil sua ocorréncia se dd nas RegiGes Sudeste e Sul
(HEIDEN et al, 2012) sendo no Rio Grande do Sul conhecida popularmente como
Erva-santa (FLORA DIGITAL, 2009). Esta espécie ndo apresenta, até o presente
momento, estudos sobre a composicdo quimica e bioatividade.

Existem varios métodos para se determinar a presenca de antioxidantes em
extratos de plantas, como por exemplo: a técnica sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), que é considerado um método facil, preciso e reprodutivel
na avaliacdo da atividade antioxidante para determinacdo de flavondides
(GRANATO et al, 2016); o método de compostos fendlicos totais Folin-Ciocalteu,
gue tem como principio é transferéncia de elétrons; ainda, por meio de
transferéncia de elétrons, o método de Flavondides Totais, que embora, assim
como Folin-Ciocalteu ocorra reacdo de complexacdo com transferéncia de
elétrons, a vantagem deste sobre o anterior é este ser mais seletivo, ndo reagindo
com todas as substancias fendlicas (GRANATO et al, 2016).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de
extratos vegetais da espécie Baccharis vulneraria, obtidos por rotaevaporacdo (em
trabalho anterior) e a partir dai, apresentar a caracterizagcdo quimica evidenciadas
por CCD e os seus compostos antioxidantes.

MATERIAL E METODOS

Amostras da espécie Baccharis vulneraria foram coletadas na cidade de Sao
Francisco de Paula — RS e a identificacdo realizada pelo botanico Dr. Gustavo
Heiden. Alunos do grupo de pesquisa realizaram extragao acido-base das folhas,
utilizando como solvente Cloroférmio (CHCIls), em seguida basificaram e extrairam
com Acetato de etila (AcOEt) e com Acetato de etila/Metanol (AcOET/MeOH) 1:1,
por fim acidificaram e extrairam com AcOEt. Os extratos foram codificados da
seguinte forma: BV01 (CHCls), BV02 (AcOEt em pH=8), BV03 (AcOET/MeOH 1:1 em
pH=8) e a amostra BV04 (AcOEt em pH=4).

De posse dos extratos, iniciou-se o trabalho de andlise qualitativa em CCD
por ultravioleta visivel. A fase estacionaria utilizada foi silica gel e as fase mével
foi AcOEt:MeOH:H,O (8,5:1,0:0,5). Aliquota dos extratos foram diluidos
separadamente em metanol, e com o auxilio de um capilar, depositados na
cromatoplaca. As cromatoplacas foram eluidas com a fase mdvel supracitada,
revelada com solu¢do FeCls e aquecida em aproximadamente 110°C para que
ocorresse a ativacao vista a olho nu.
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A determinacdo de atividade antioxidante (AA) foi calculada com base na
equacdo (1) aplicando-se dados da curva do padrédo acido ascorbico em DPPH, com
leitura no comprimento de onda de 517nm. O resultado foi expresso em miligrama
de acido ascérbico equivalente por mL de amostra (ug AAEmL?). Sendo: AA
atividade antioxidante frente ao radical DPPH em miligrama de acido ascdrbico
equivalente por mL; a e b o coeficiente angular e linear da equacao da reta padrao
respectivamente.

AA = {[a x (absorbancia amostra — banco)] + b}x fator de dilui¢io (1)

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteu e realizou-se a leitura de absorbancia do padrdao e no comprimento de
onda de 735nm. Para a quantificacdo dos flavondides totais utilizou-se como
padrdo a Quercetina e realizou-se a leitura no comprimento de onda de 515nm.
Por meio da equacdo (2), realizou-se o célculo. As andlises, para todos os métodos
citados, foram realizadas em triplicata, em uma leitora de microplacas da LMR
Loccus, de 96 pocos.

Flavonoides totais (mgL™) = [(a * Abs) + b * fator de dilui¢do (2)
RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de atividade antioxidante apresentou curva padrdo e equacdo da
reta da Figura 1. O resultado da andlise dos extratos sdo apresentados na Tabela
1.

Figura 1 — Curva padrdo de acido ascorbico em DPPH
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Fonte: Autoria propria (2020)

Tabela 1 — Resultado atividade antioxidante

Extratos [] pgmL? AA (ngAAmL?)
BVO1 30,00 20,13
BV02 30,00 22,69
BVO3 131,25 21,56
BVO4 131,25 34,10

Fonte: Autoria prépria (2020)

Figura 2 — Cromatoplaca das amostras BV01, BV02, BV03 e BV04
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Os resultados da Tabela 1 corroboram com o efeito notado previamente na
cromatografia de camada delgada (CCD) dos extratos (Figura 2), pois o revelador
cloreto de ferro (FeCls) utilizado na mesma, é especifico para compostos fendlicos
e por isso deixou em evidéncia a presenca desses compostos.

Os extratos analisados apresentaram resultado positivo para atividade
antioxidantes, o que condiz com o que ja foi observado pelo método DPPH em
outras espécies de Baccharis, como mostra o trabalho de Oliveira (2016, apud
SARTOR, 2013) para extrato metandlico de B. dentata (DE OLIVEIRA, 2016).

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método Folin-
Ciocauteu. A equacdo resultante da reta (Figura 3) estabelece a relagdo entre
absorbancia do acido gdlico e a massa deste padrdo. E foi utilizada para se
determinar a quantidade de fendis no todo da reacdo que ocorreu na microplaca,
a quantidade de fendis no extrato, bem como a quantidade de fendis totais. Na
Tabela 2, apresenta-se o resultado da quantidade de compostos fendlicos totais
por grama de extrato analisado.

Figura 3 — Curva padrdo acido galico
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Tabela 2 — Quantificagdo de fendlicos totais

Extrato [1pugmL? Massa(pg) Absorbancia Fendlicos totais (mgg™)
BVO1 100 2,5 0,13 12,38
BVO2 100 2,5 0,12 11,83
BVO3 100 2,5 0,07 9,05
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Extrato [1ugmL? Massa(ug) Absorbancia Fendlicos totais (mgg?)
BVO4 100 2,5 0,12 11,83

Fonte: Autoria propria (2020)

O resultado apresentado condiz com estudos que mostram a presenca de
compostos fendlicos em diferentes espécies de Baccharis, como por exemplo
flavonéides em Baccharis trimera relatado por Claudino (2013, apud HERZ, 1997).

Utilizou-se a Equacdo 2 e com equacao da reta da Figura 5, determinou-se a
concentragdo de flavondides totais, a partir de extratos em 200pugmL?, cujo
resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Onde: a = coeficiente angular da curva padrao; Abs = absorbancia do extrato;
e b = coeficiente angular da equacdo da curva padrao.

Figura 5 — Curva padrdo Quercetina
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Tabela 3 — Flavondides totais

Extrato (200pugmL?) Absorbancia Flavonéides Totais (mgg?)
BVO1 0,05 120,4804
BV02 0,07 167,5084
BVO03 0,06 143,9944
BV04 0,08 191,0224

Fonte: Autoria prépria (2020)

Os valores de flavondides totais foram convertidos para a mesma unidade
utilizada na determinacdo de fendlicos totais e verificou-se a quantidade especifica
do composto fendlico flavondide contido no extrato, Tabela (4).

Tabela 4 — Quantidade de flavonodides totais nos extratos

Extrato iOO VR Absorbancia Flavonodides tozais/ Extrato
pgmL (mgg™)

BVO1 5,0 0,05 24,95

BV02 5,0 0,07 34,48

BVO3 5,0 0,06 29,71
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Extrato 200 Flavondides totais/Extrato
pugmL? (mgg?)
BVO4 5,0 0,08 39,24

Massa pg Absorbancia

Fonte: Autoria propria (2020)

Com a relacdo entre a Tabela 3 e Tabela 4, percebe-se que enquanto na
primeira se tem a quantidade de flavondides totais expressa em miligrama de
Quercetina (padrdo) por litro equivalente de extrato, na segunda, essa quantidade
é convertida para a massa de extrato efetivamente utilizada durante o
experimento, por isso expressa em mg de flavondides totais, presente em cada
guantidade em grama de extrato analisada no experimento.

A relagao de miligrama por grama pode ainda ser utilizada para comparar a
quantidade de flavondides totais com fendlicos totais (expresso com mesma
unidade). Basta verificar as Tabelas 2 e 4. Em termos quantitativos elas sdo
coerentes, porém quando se nota por exemplo o extrato BVO1 em termos de
compostos fendlicos totais, apresenta 12,38mg/g. Com a mesma concentracdo e
tendo sido analisado o composto fenélico especifico flavondides totais, apresenta
68,95mg/g. Isso é justificado pelo fato de o método Folin-Ciocauteu apresentar a
desvantagem de sofrer interferéncias de outras espécies, segundo Granato (2016).

Segundo a literatura (GRANATO et al, 2016), pode-se inferir que no extrato
BV01 (extraido com cloroférmio) pode ocorrer a presenca de flavondides do tipo
1 (baixa polaridade), Figura 9. Nos extratos BV02 e BV03, possivelmente ocorre a
presenca de flavondides tipo 2 (média polaridade) Figura 10. No extrato BV04
(extraido com acetato de etila em pH=4) infere-se a presenca de 4cidos
hidroxicinamicos, Figura 11.

Figura 9 — Figura 10 — Figura 11 —
5-hidroxi-7,3’,4’-trihidroxiflavona 5,7,3’4’-tetraidroxiflavona  Estrutura de acido

Hidroxicinamico

(=]

(e}

Fonte: GRANATO et al, 2016

Embora o método de determinacdo de compostos fendlicos totais sofra
interferéncia de substancias ndo fendlicas, a analise para presenga de compostos
fendlicos, flavondides especificamente, o método utilizado foi capaz de mostrar
coeréncia por apresentar, por exemplo, a maior concentra¢do de fendlicos totais
e flavondides para BV04 e BV02. As variacdes em termos de concentragdes
fendlicas apresentadas podem estar atreladas ao fato de enquanto no método
fendlicos totais o Folin reage com todas as substancias fendlicas, para o método
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flavonodides totais, cation aluminio do sal cloreto de aluminio utilizado no método,
reage apenas com hidroxilas dos anéis aromaticos, tornando a técnica mais
especifica, excluindo o que seria uma espécie de interferéncia para este método,
como fendlicos tdo comuns em vegetais, a titulo de exemplo, acidos fendlicos
(GRANATO et al, 2016).

Estatisticamente é possivel notar que a quantidade de compostos fendlicos e
flavondides totais para o extrato de Baccharis vulneraria apresenta correlacdo
positiva com capacidade de atividade antioxidantes, como se nota na Tabela 5.
Percebe-se que o maior coeficiente de covariagdo foi obtido para interagdo entre
flavondides e capacidade antioxidante (r = 0,73), que descreve uma correlagdo
forte de acordo com conceito de correlacdo de Pearson (SPAGOLLA et al, 2009)
(pois 0,73 < r< 1). Embora as correla¢des fendlicos totais e flavondides (r = 0,41)
bem como fendlicos totais com capacidade antioxidante (r = 0,25) sejam positivas,
estas sdo moderadas fracas pois 0< 0,2 < 0,5 < 0,1 (SPAGOLLA et al, 2009).

Tabela 5 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os teores de fendlicos totais e
flavonodides totais entre fendlicos e capacidade antioxidante

Correlagao r

n
Fendlicos totais X Flavondides 0,41 4
Fendlicos totais X Capacidade antioxidante 0,25 4
Flavonodides X capacidade antioxidante 0,73 4

Fonte: Autoria propria (2020)

O resultado deste trabalho é harmonioso com estudos relatados sobre o
género Baccharis. A mesma apresenta atividades biolégicas como antioxidante,
gastroprotetora e anti-inflamatoria. Infere-se que estas atividades estejam
relacionadas com compostos tais como, flavonadides, acidos fendlicos e diterpenos
conforme o trabalho de Verdi (2005 apud BRESSAN, 2014). No mesmo trabalho,
Bressan destacou que os acidos fendlicos sdo cada vez mais evidentes na
composicdo do género Baccharis.

CONCLUSAO

A partir das andlises realizadas, constatou-se que extratos vegetais das folhas
da espécie Baccharis vulneraria apresentam quantidades significativas de
compostos fendlicos e flavondides totais, o que corrobora com atividade
antioxidante observada nos mesmos. Isso a torna promissora para estudo.

Além disso, a andlise ter sido realizada por espectrofotometria em leitor de
microplacas possibilitou o trabalho com microvolumes de amostras e reagentes, e
consequentemente, a geracdo minima de residuos.
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