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RESUMO

Radicais livres, espécies reativas presentes em nosso organismo, aumentam com fatores
ambientais, causando estresse oxidativo. Componentes ativos como vitaminas, carotenoides e
polifendis atuam como antioxidantes, neutralizando esses radicais livres. Plantas medicinais
sdo fontes valiosas de antioxidantes, destacando a relevancia da avaliagdo da Capacidade
Antioxidante Total (CAT) em alimentos de origem vegetais. O objetivo deste estudo foi
determinar a CAT de extratos de plantas medicinais utilizando o Ensaio de Atividade do Poder
Redutor (EAPR). O método EAPR proposto ¢ baseado na redugao de Fe(Ill) a Fe(Il) por
agentes redutores que na presenca de K4[Fe(CN)6], origina o composto Fe4[Fe(CN)6]3 de
coloragdo azulada (Amax 700 nm). Sendo assim, curvas analiticas foram obtidas por adi¢ao de
volumes crescentes de solu¢do do AO padrio acido ascorbico (AA), 2,5 mL de solugao tampao
acetato (pH 4,6) e 2,5 mL de K3Fe(CN)6 1% em tubo de ensaio. A mistura foi incubada a
50°C por 20 minutos, € em seguida, 2,5 mL da camada superior da solugdo foi retirada e entdo

adicionada a um novo tubo contendo 5,0 mL de agua e 0,5 mL de Fe2(SO4)3 5,95><10'3 M.
As leituras dos valores de absorbancia foram realizadas em 700 nm. Para andlises das
amostras foram preparados extratos aquosos de acordo a Farmacopeia Brasileira e em seguida
foi realizado o mesmo procedimento substituindo-se as aliquotas de AA por extratos das
amostras. Os dados coletados foram utilizados para célculo da CAT, expressa em equivalente
de AA (AAEQ — mg AA/g material seco) e foram comparados com metodologias ja descritas
na literatura para quantificacio de CAT estabelecida pela EMBRAPA (CATABTS+e —

baseada no consumo do radical ABTS+.) e teor total de polifendis (TTP). A andlise
estatistica dos dados obtidos (CATEAPR, CATABTS+e, TTP) para as 8§ plantas medicinais
apresentou distribuicdo normal (p-Shapiro Wilk > 0,05), diante disso, forte correlagdo de
Pearson foi encontrada entre os valores de CATABTS+e, (r = 0,809, p<0,05) e teor total de
polifendis (r = 0,727, p<0,05) com o método proposto. Sendo assim, conclui-se que 0 método
proposto pode ser utilizado para a quantificagdo da CAT e que os polifendis sdo os
responsaveis pela CAT dessas amostras.

Palavras chaves: Polifendis, ervas medicinais, ferrocianeto de ferro (III), radicais livres, azul
da prussia.

1 INTRODUCAO

Radicais livres, espécie mais reativas que as nao radiculares, sdo gerados e consumidos
naturalmente em nosso organismo. A exposicdo a fatores ambientais, como poluicao,
tabagismo e radiacdo, pode resultar em uma produgdo excessiva de radicais livres,
desencadeando estresse oxidativo prejudicial a satide. Estudo epidemiologico sugere que dietas
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ricas em frutas e legumes estdo ligadas a reducao do risco de doengas cardiovasculares e cancer
(DIAS, SIMAS, JUNIOR, 2020). Acredita-se que vitaminas, carotenoides e polifendis, atuando
como antioxidantes, desempenham um papel nesse efeito preventivo, contribuindo para uma
vida mais longa.

Com o crescente interesse em quantificar a capacidade antioxidante total (CAT) de
alimentos, bebidas e extratos de plantas medicinais, tem-se utilizado frequentemente métodos
baseados no consumo de um radical colorido (ex: ABTS) (RUFINO, et al, 2007) ou na reducao
de um ion metalico em meio de um agente complexante (SANTANA, NUNEZ, MOYA, 2015),
(SACCHI, 2019), (Santo, Nunez, Moya 2013)

Essa tendéncia tem gerado um aumento significativo no interesse em quantificar o
conteudo total de AO presentes nessas amostras, uma vez que as plantas medicinais
representam importantes fontes externas desses compostos.

Neste estudo, serd empregada uma metodologia espectrofotométrica para mensurar a
Capacidade Antioxidante Total (CAT) de extratos de plantas medicinais. O método envolve a
reducdo de Fe (II) a Fe (IT) por agentes antioxidantes nas amostras, gerando um complexo azul
(Amax 700 nm) com ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)6]), conhecido como azul-de-
turnbull ou azul-da-Prussia. Os resultados sdo expressos em equivalentes de acido ascorbico.

Os resultados obtidos serdo comparados com outra metodologia ja estabelecida pra
quantificagdo de CAT (utilizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA)) baseado no consumo do radical colorido 2,2"- azinobis(3 - etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS), e com o teor total de compostos polifenodis determinado com o
reagente de Folin-Denis, usado pela Farmacopeia Brasileira (FB).

O principal objetivo ¢ determinar a capacidade antioxidante total (CAT) de extratos
aquosos de plantas medicinais, por meio da rea¢do de reducdo de Fe(Ill) a Fe(Il) na presenca
de ferrocianeto de potassio, K4[Fe(CN)6], utilizando o método conhecido como Ensaio de
Atividade do Poder Redutor (EAPR). Apos a determinagdo da CAT pelo método do EAPR os
valores obtidos sdo comparados com a CAT obtida pelos métodos do consumo do radical

ABTS"". Além disso, ¢ realizada uma correlagdo com os valores de CAT ¢ com o teor total
de polifendis obtidos com o reagente Folin-Denis.

2 MATERIAIS E METODOS

A agua obtida por osmose reversa sera utilizada em todas as solugdes, exceto quando
mencionado o contrario.

Solucao de K3Fe(CN)6 (Cinética Quimica, 99%) a 1% foi obtida por dissolugdo de

1,0 g de K3Fe(CN)6 em agua suficiente para 100,0 mL. Solucdo de Fe2(SO4)3 5,95X10'3 M
(Quimis, 99,8%) foi obtida por dissolu¢ao de 0,50 g do sal em 10 gotas de acido sulfurico
(Exodo Cientifica, 98%) seguida adi¢do de 4dgua suficiente para 250 mL de solugdo. Solugdo

de acido ascorbico (AA) 5,0X10'3 M foi obtido por dissolugdo de 0,881 g de AA em agua

suficiente para 100 mL de solug¢do. Solucdo de AA 5,0><10'3 M foi obtida por adequada
dilui¢do em dgua. Solucao tampao acetato de sddio 0,20 M / acido acético 0,28 M (pH 4,6) foi
obtida por adi¢ao de 14,3 mL de acido acético glacial e 8,20 g de acetato de sddio a um baldo
volumétrico de 0,50 L avolumado com agua.

Extrato aquoso das amostras de plantas medicinais Plantago major L., Carapa
guianensis Aubl., Caseria sylvestris Sw, Campomanesia phaea (O.Berg), Lippia origanoides
Kunth, Aniba canelilla , Fridericia chica L.G., Cordia salicifolia Cham. foram preparadas de
acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

Determinacao do teor total de polifendis (TTP - expresso em mg acido pirogalico /100
g (material seco)) de plantas medicinais utilizando o reagente Folin-Denis, foi realizado de
acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

DOI: 10.51161/inofarm2024/32925



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.5,N?22,2024

Determinagdo da capacidade antioxidante total (CAT - (expresso em g de material
seco/uM trolox)) de plantas medicinais utilizando o reagente ABTS, foi realizada de acordo
com o procedimento descrito na literatura da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(RUFINO, et al, 2007).

21 Determinag¢do da capacidade antioxidante com Ensaio de Atividade do Poder Redutor
(EAPR)
A curva analitica foi obtida por adi¢ao de volumes crescentes (0,2- 1,0 mL) de solugao AA

5,0><10'3 M, 2,5 mL de solucdo tampao acetato 0,2 M (pH 4,6) e 2,5 mL de K3Fe(CN)6 1%
para um tubo de ensaio.

A mistura foi incubada a 50°C por 20 minutos, ap6s incubacdo 2,5 mL da camada superior
da solucao foi retirada e entdo adicionada a um novo tubo contendo 5,0 mL de 4gua e 0,5 mL
de Fe2(S04)3 5,95><10'3 M. As leituras dos valores de absorbancia foram realizadas em 700
nm (A700nm).

Para analises das amostras foram preparados extratos aquosos e em seguida foi realizado o
mesmo procedimento substituindo-se as aliquotas de AA por extratos das amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Uma curva de calibragao obtida com o padrdo antioxidante (AA) acido ascérbico, para

faixa linear 0,917- 4,59% 1073 mg/mL (Figura 1), foi realizada com base nas equagdes 1 e 2.
Observa-se um aumento claro na absorbancia ([ 'max 700 nm) & medida que as concentracdes
do antioxidante AA sdo incrementadas, indicando simultaneamente o aumento proporcional na
formagdo do complexo Fe4[Fe(CN)6]3.

Figura 1. A. Espectro de absor¢ao de uma solu¢do de K3Fe(CN)s 3,9x1073 M, Tampao

acetato de sodio 0,026 M/ acido acético 0,036 M pH 4,6, Fe2(SOa4)3 5,6X10‘4 M. AA (10‘3
mg/mL): a) branco reagente b) 0,917,

Fe(CNJ™ + AO — Fe(CN3®™ + AQwidade  Eq |
IFe(CN)6* + 4Fe* — Feu[Fe(CNX]: FEq2

A)

1] & i Pa— | i i Pa— |
13 ] s A an

AA mg/mL.10™
o 1,83; d)2,75; €)3,67 e f) 4,59. Medigoes de absorbancia em 700 nm usando 4gua como

referéncia. B. Curva analitica obtida a partir do espectro de absor¢do sucessiva da figura A.
Equagdo da reta: A=- 0,031+87,456x[AA].
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Como metodologia de célculo, foi suposto uma concentracao tedrica de 1,0 mg mL"!
de AA. Calculou-se, utilizando a equagao A700nm = a + bxCAA, o valor teorico de A700nm
correspondente a essa concentracdo. Substituiu-se esse valor de A700nm na equagdo da reta
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obtida com os extratos (A700nm = a + bxCMS) encontrando-se a concentragao da solucao de
material seco, CMS, também em mg mL. Esse valor corresponde, matematicamente, a
concentracdo da solugdo do extrato aquoso que equivale a capacidade antioxidante de uma

solucao de AA 1,0 mg mL"1.

Depois de corrigidas as dilui¢des, encontra-se a massa do material seco responsavel por
essa capacidade antioxidante na amostra analisada expressando-se o valor em g MS/g AA (g
material seco/ g de acido ascorbico).

Para as 8 amostras analisadas (Tabela 1), foi feito teste estatistico que apresentou
distribuicdo normal (p-Shapiro Wilk > 0,05), sendo assim, fortes correlacdes de Pearson

positivas foram encontradas entre os valores de TTP e CAT com os métodos ABTS'+(r =
0,969, p<0,05, Figura 2A) e EAPR (r = 0,727, p<0,05, Figura 2B). Isso indica que
provavelmente, os polifenodis sdo os responsaveis pela CAT das amostras analisadas, além
disso, forte correlagdo de Pearson positiva, (r = 0,809, p<0,05, Figura 2C), também foi

encontrada para os valores de CAT entre os métodos EAPR e ABTS"", indicando que o
método aplicado pode ser utilizado para determinagdo de CAT em extratos de plantas
medicinais.

Vale ressaltar que o procedimento proposto apresenta como vantagem a nao utilizacao
de solventes organicos para obtencdo dos extratos de plantas medicinais, diferentemente do

método proposto pela EMBRAPA, radical ABTS"™, que utiliza metanol e acetona.

Tabela 1. Valores de teor total de polifendis determinado com o reagente de Folin-Denis e
capacidade antioxidante total obtidas com os métodos ABTS, EAPR das espécies de plantas
medicinais analisadas.

Teor total dede antioxidante total

Espécies polifenois

Ervas medicinais Nomes cientificos TTP ABTS"" EAPR
Andiroba Carapa guianensis Aubl. 2,60 £0,20 42687+ 2389 372
Cambuci Campomanesia phaea (O.Berg) 3,13 £ 0,52 57297 £ 5064 20+ 1

Guacatonga Caseria sylvestris Sw 1,90+ 0,14 24373 £ 1854 70+ 2
Salva de marajo Lippia origanoides Kunth 1,94+ 0,11 22309 +£443 55+2
Tanchagem Plantago Major L. 2,02+£0,98 15401 +518 46 +£2
Pariri Fridericia chica L.G. 2,54 +0,118 334417 +£6245 47+ 10
Casca preciosa  Aniba canelilla (Kunth) Mez 3,02+ 0,65 42021+ 4127 40+ 3

Porangaba Cordia salicifolia Cham 1,30+ 0,10 12022 £182 42+3

TTP=Teor total de polifendis, expresso em mg acido pirogalico/100 g (material seco); CAT =
Capacidade antioxidante total obtidos pelos métodos: ABTS: Radical expresso em g de
material seco/uM trolox, ¢ EAPR: Ensaio de Atividade do Poder Redutor expresso em g
material seco/g AA.

Figura 2. Graficos de correlagdo: A) ;Valores de CAT obtidos com o método do radical
ABTS g de material seco / uM trolox) com Valores TTP obtidos com o reagente Folin-Denis
(mg acido pirogalico/100 g material seco), r = 0,969, p<0,05; B) Valores TTP obtidos com o
reagente Folin-Denis (mg acido pirogalico/100 g material seco) com valores de CAT obtidos
com o método EAPR (g material seco / g AA /103 ), r = 0,727, p<0,05; C) Valores de CAT
obtidos com o método EAPR (g material seco /g AA /103) e com método do radical ABTS g
de material seco / uM trolox),r = 0,809, p<0,05
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4 CONCLUSAO

A avaliagdo da capacidade antioxidante de extratos aquosos de plantas medicinais
usando o Ensaio de Atividade do Poder Redutor (EAPR) revelou-se eficaz. A comparagao com
outros métodos de quantificacdo da capacidade antioxidante total e a correlagdo com o teor de
polifenois destacam o potencial antioxidante desses extratos. Esses resultados fortalecem a
importancia das plantas medicinais como fontes de antioxidantes, destacando a utilizagdo do
método EAPR na avaliagdo desse poder antioxidante.
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