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RESUMO

O presente trabalho apresenta a correlagdo da atividade antioxidante e a quantificagdo de fenolicos totais e
flavonoides para extratos das folhas da espécie Baccharis punctulata. Estabeleceu-se a correlagdo entre os
resultados obtidos por meio do conceito estatistico de correlacdo de Pearson, com a ferramenta Excel.
Foram um total de quatro amostras diferentes, obtidas por através de extracdo acido-base, utilizando-se
sequéncia de solventes: clorofoérmio, acetato de etila ¢ acetato de etila e metanol (1:1) em meio basico e
acetato de etila em meio acido. A caracterizagdo quimica foi realizada em trabalho anterior e utilizada para
corroborar os resultados de quantificagdes apresentados. Todas as analises foram realizadas em triplicata
em leitor de microplacas Elisa. Foi possivel concluir que todas as amostras analisadas possuem atividade
antioxidante, compostos fenolicos e flavonoides em diferentes concentra¢des, assim como uma correlagdo
positiva entre as mesmas, o que faz da espécie em estudo promissora para continuidade dos trabalhos
buscando moléculas bioativas.
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ABSTRACT

The present work presents the correlation of the antioxidant activity and the quantification of total phenolics and
flavonoids for extracts from the leaves of the Baccharis punctulata species. Correlation was established between the
results obtained through the statistical concept of Pearson's correlation, with the Excel tool. There were a total of four
different samples, obtained through acid-base extraction, using a sequence of solvents: chloroform, ethyl acetate and ethyl
acetate and methanol (1:1) in a basic medium and ethyl acetate in an acid medium. The chemical characterization was
carried out in a previous work and used to corroborate the presented quantification results. All analyzes were performed
in triplicate in an Elisa microplate reader. It was possible to conclude that all analyzed samples have antioxidant activity,

phenolic compounds and flavonoids at different concentrations, as well as a positive correlation between
them, which makes the species under study promising to continue the work in search of bioactive
molecules.
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As substancias quimicas que possuem propriedades antioxidantes, sdo aquelas que t€ém a capacidade de
proteger organismos dos danos causados por radicais livres. Dentre os metabolitos secundarios presentes em
plantas que possuem propriedades antioxidantes estdo os compostos fendlicos com destaque aos flavonoides
[1]. Os metabdlicos secundarios sdao substincias especificas para protegao de stress abioticos e bioticos, como
formacdo de patdgenos, a exemplo pode-se citar os fungos [2]. Os compostos fenolicos no geral apresentam
uma hidroxila ligada ao anel aromatico sendo um grupo heterogéneo com cerca de 10.000 compostos, por isso
possuem elevada diversidade quimica e bioldgica [3].

Espécies do género Baccharis, possuem em sua composi¢cdo quimica metabolitos secunddrios, tais como
flavonoides, acidos cafeoilquinicos, glicosilados ou ndo, cumarinas e entre outros [4]. Dentre as espécies do
género, pode-se citar a Baccharis puntcutala [5], que na Bolivia é popularmente conhecida como “Chillka saru
saru” e tem suas partes aéreas utilizadas no tratamento de asma e as folhas em luxagdes e contusoes [6], [7].

A determinagdo de compostos com propriedades antioxidantes em extratos de plantas ¢ em geral avaliada
por meio da técnica de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). J4& a quantificacdo de
compostos fendlicos totais pode ser feita pelo método Folin-Ciocalteu, que tem como principio a transferéncia
de elétrons, o mesmo principio utilizado para flavonoides totais com padrdo quercetina. Em ambos ocorre
reacdo de complexacdo sendo que para flavonoides totais, a reacdo se did de forma mais seletiva,
especificamente para os compostos fendlicos do tipo flavonoides (Granato e Nunes, 2016).

Os resultados experimentais obtidos pelas metodologias descritas podem ser utilizados para, por meio da
ferramenta Excel, se verificar se estdo interrelacionadas ou ndo. Uma das forma de se fazer isso € por meio do
recurso estatitico de correlacdo de Peason (r). Essa medida estabelece a correlacao entre duas variaveis e varia
de -1 a +1. Sendo que, quanto mais a relagcdo entre as variaveis em estudo for perto de 1, independente de ser
positiva ou negativo, maior o grau de dependéncia linear entre as variaveis. E se esta correlagdo estiver perto
de zero, menor a relagdo [8]. Assim, objetivou-se a determinagdo a atividade antioxidante, avaliagdo da
quantificacdo de compostos fenolicos totais e flavonoides totais de extratos das folhas da espécie Baccharis
punctulada ¢ se estabeleceu a correlagdo entre eles, fazendo uso da ferramenta Excel para determinacdo do
coeficiente de correlagdo de Pearson.

2 METODOLOGIA

As amostras de extratos da espécie Baccharis punctulata deste trabalho foram obtidas pelo grupo de
pesquisa em trabalhos anteriores. De acordo com o meio de extragdo, receberam os seguintes codigos: PEO1,
extraida com cloroférmio (CHCl3); PE02, com acetato de etila (AcOEt), em pH=8,0; PEO3 com acetato de
etila e metanol 1:1 em pH8 e a amostra P04 extraida com acetato de etila em pH=4,0. A determinagdo da
atividade antioxidante se deu apds reacao com radical DPPH e leitura num leitor de microplacas FElisa, da
Locus, LMS-96, no comprimento de onda de 517nm e o percentual de atividade antioxidante (ICso) foi
calculado pela quantidade de DPPH consumido no meio reacional. Apds o ICso, se determinou a atividade
antioxidante com base em um antioxidante conhecido, o acido ascorbico, bem como compostos fendlicos totais
com padrao acido galico e flavonoides totais com a quercetina [9]. As analises foram realizadas num leitor de
microplacas, nos comprimentos de onda de 515nm, 715nm e 510nm, respectivamente.

As equagdes da reta dessas curvas padrdes, tiveram a incognita Y substituida pela absorbancia dos extratos
analisados e com isso se obteve a concentracao de extrato equivalente aos respectivos padrdes [9]. A partir dos
resultados experimentais, estabeleceu-se a correlagdo de Pearson (r), definida como a medida de associagdo
linear entre variaveis (X, Y) e por meio do programa Excel [10] foi possivel atingir o objetivo de correlacionar
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atividade antioxidante, a quantificacdo de fenolicos e flavonoides de extratos das folhas da espécie Baccharis
punctulata DC.

3 RESULTADOS

Para atividade antioxidante, equacdes da reta bem como os respectivos ICsp sdo apresentados na Tab. 1.
Percebe-se que para inibir o radical DPPH em 50% o extrato em que se requer maior quantidade ¢ o PEO1.
Com esses resultados a faixa de concentragao de trabalho foi estimada. Apoés isso, se obteve a equagado da reta
da curva padrdo acido ascorbico, Eq. (1), e por meio dela, se determinou a concentragdo dos extratos
equivalente ao acido ascorbico, Tab. 2.

Tabela 1. Resultado para IC50

Extrato Equagdo da reta R? IC50 calculado (pg/mL)
PEO1 Y=2,469X+9,6666 0,9955 16,33
PE02 Y=5,9383X+10,436 0,9998 6,63
PEO3 Y=6,6601X+12,379  0,9993 5,64
PE04 Y=7,3251X+17,396 0,9912 4,45

Fonte: Autoria prépria (2021)

Y = —0,465X + 0,5285 ¢ R?>=0,9951 (1)

Tabela 2. Resultado de atividade antioxidante equivalente acido ascérbico(ugEAA/mL)
Extrato Concentragdo extrato equivalente acido ascorbico (LgEAA/mL)

PEO1 0,083
PE02 0,233
PEO3 0,405
PEO4 0,599

Fonte: Autoria propria (2021)

O extrato PEO1, obtido por solvente CHCl; apresentou menor capacidade antioxidante, mesmo em maior
concentracdo. Enquanto os demais extatos o resultado foi superior. Entretanto extrato obtidos a partir da
extragdo com CHCIl; de outras espécies de Baccharis apresentram atividades antitlcera e antioxidante [11].
Também é encontrado na composi¢do quimica de Baccharis trimera mistura de flavonoides, como quercetina,
luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina, que sdo substancias antioxidates [12], corroborando com os
resultados obtidos para os extratos em estudo.

Os compostos fenolicos totais, determinados pelo método Folin-Ciocalteu, com padrio acido galico para
o qual se obteve a equagdo da reta Eq. (2). As concentragdes de compostos fendlicos foram expressos em pg
equivalente acido galico por mL da amostra, conforme Tab. 3. Enquanto o resultado para flavonoides totais, a
determinagdo se deu a partir do padrdo quercetina. Com a equacdo da curva padrdo, Eq. (3) determinou-se o
teor de composto fenolico flavonoides em pg equivalente quercetina por mL de amostra, Tab. 4.

Os extratos obtidos em solvente polar, apresentaram maior concentragdo de composotos fenolicos. Isso
condiz com observado em estudos, como por exemplo, de caracterizagao para compostos fendlicos de extratos
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metanoicos de Baccharis platypoda, que mostrou a presenga de compostos fendlicos, como acidos fenolicos,
flavonas, flavonoéis, mostrando a sua quimiodiversidade [13].

Y = 0,00727X e R2=10,9905 (2)

Tabela 3. Resultado de compostos fendlicos totais (Folin-Ciocautel) equivalente ao
padrio acido galico (ngEAA/mL)
Extrato Concentragdo de extrato equivalente acido galico (ugEAG/mL)

PEO1 9,04
PEO2 6,56
PEO3 7,57
PEO4 11,41

Fonte: Autoria prépria (2021)
Y = 0,0025X e R? = 0,9864 3)

Tabela 5. Resultado de flavonoides totai equivalente ao padrio acido quercetina

(ngEQuer/mL)

Extrato Concentragdo de extrato equivalente quercetina (LgEQuer/mL)
PEO1 28
PEO02 16
PEO3 48
PEO4 72

Fonte: Autoria proépria (2021)

A correlacdo de Pearson, é apresentada na Tab. 6. Em todos os casos observou-se uma correlagao
positiva. A mais fraca esta entre fendlicos e a capacidade antioxidante apresentando uma correlagdo de r: 0,55.
Entretanto, de acordo com a literatura, a correlagdo acima de 0,50 é considerada forte [14].

Tabela 6. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os teores de fenolicos
totais e flavonoides entre fenolicos totais e capacidade antioxidante

Correlacao r n

Fenolicos totais X Flavonoides 0,81 4
Fenolicos totais X Capacidade antioxidante 0,55 4
Flavonoides X Capacidade antioxidante 0,89 4

Fonte: Autoria propria (2021)

Os resultados mostram que todos os extratos apresentaram atividade antioxidante e podem ser
organizados em uma ordem crescente sendo PE04>PE03>PE02>PEO01. Isso condiz com o observado no ICso,
quando foi necessario maior quantidade de extrato PEQ1 para se ter inibi¢do em 50% do radical DPPH, bem
como o que se notou quando realizado andlise em cromatografia de camada delgada (CCD), apresentado em
trabalho anterior, utilizando-se revelador especifico para compostos fenoélicos, o cloreto de ferro (FeCls), e
para o PEO1, obsevou-se uma revelagdo menos nitida quando comparando com as outras amostras, na mesma
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CCD. Além disso, corroborou com o conceito tedrico de que a depender da polaridade do solvente extrator
utilizado, isso ira influenciar nos teores de compostos fenolicos, neste caso flavonoides e acidos
hidroxicinamicos, como consequéncia na atividade antioxidante das amostras [15].

De acordo com Granato ¢ Nunes (2016), observa-se que na extracdo utilizando CHCIs (extrato PEO1),
podera conter proporcdes variadas de gorduras, diterpenos e triterpenos. Ja o extrato com perfil de obtencao
do PEO2, pode conter flavonoide, e isso foi notado de acordo com o resultado obtido, pois apresentou maior
atividade antioxidante em rela¢do ao PEO1. Quanto ao extrato nas mesmas condi¢des de obtengdo do PEO3,
também poderd apresentar em sua composicdo quimica flavonoides, de classe diferente daquelas citada
anteriormente [16] como por exemplo nepetina, luteolina, encontrados em Baccharis trimera [17].

A amostra PE04, obtida em meio acido, foi a esta apresentou melhor resultado quando coparada com as
PEO02 ¢ PEO3 sob as mesmas condi¢gdes de massa. E, de acordo com a literatura, a classe de compostos fendlicos
pode ser separada apos a acidificagdo do extrato aquoso e extragdo com porgdes de acetato de etila incluem os
acidos hidroxicinamicos e seus glicosideos, acidos mono-, di- e tricafeoilquinicos. Os &cidos hidroxicinamicos
sdo compostos fenolicos comuns em plantas (cafeico, ferulico, cumarico) tanto livres quanto na forma de
ésteres do acido quinico ou de agucares [16]. Estudos ainda mostram que o género Baccharis tem em sua
constituicdo quimica varios flavonoides e acidos fendlicos, classes de metabolitos secundarios que exercem
diversas fungdes bioldgicas, como anti-inflamatdria, antimicrobiana, entre outras [18]. Além disso, a literatura
apresenta outros dados relacionados a sua aplicabilidade para a sociedade de forma mais abrangente, como por
exemplo o caso da Baccharis drancunculifolia, como antioxidante natural [19].

4 CONCLUSAO

Os extratos das folhas da espécie Baccharis punctulata apresentam atividade antioxidante, sendo esta
variada quantitativamente quando comparado com um padrao e de acordo com o solvente extrator. Além disso,
o percentual de inibi¢do indireto em relacdo ao acido ascorbico, evidenciou a presenca de compostos fenolicos.
Entre esses compostos, existem flavonoides. Conclui-se também a existéncia de uma correlagdo entre esses
resultado, e que quanto maior a atividade antioxidante, maior o teor de compostos fendlicos e flavonoides, pois
estes apresentaram uma correlagdo positiva. Isso torna a espécie promissora na continuidade do estudo, onde
se pretende separar as espécies quimicas e quantifica-las.

O fato de as analises terem sido realizada pelo método espectrofotométrico (Leitora de Microplacas)
possibilitou um minimo geragdo de residuo, de forma a ser mais vantajoso quando comparado aos
equipamentos espectrofotdmetros convencionais, pois se tem minimizado o quantitativo de efluente.
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