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RESUMO

Este trabalho descreve a determinacdo de substancias fendlicas e atividade
antioxidante, em folhas de manjericdo verde (Ocimum basilicum L.), comercializadas
na cidade de Salvador-Bahia, empregando a cromatografia liquida de alta
performance com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) e espectrofotometria.
Foram utilizadas amostras de manjericoes de diferentes formas de cultivo (tradicional
e hidropbnico) e locais de comercializacdo. A metodologia desenvolvida baseou-se
em métodos ja descritos, validados e amplamente difundidos nesses tipos de analises,
gue foram adaptados. A extracao foi ajustada a fim de corroborar com o0s principios
da Quimica Verde e validada através de figuras de mérito. O perfil fendlico das
amostras foi avaliado por um método que permitiu a separacéo e identificacado de 17
polifendis por HPLC-DAD. As maiores concentracdes dentre os flavonoides, foram
para a rutina e a crisina, enquanto nos acidos fendlicos destacaram-se o acido
siringico e o acido cafeico. O teor dessas substéncias foi maior no manjericao
convencional. Também foram avaliados o Teor de Compostos Fendlicos Totais
(TCFT); Teor de Flavonoides Totais (TFT); e capacidade antioxidante por DPPH (2,2
- difenil-1-picril-hidrazil). Um consideravel teor de bioativos foi determinado nas
amostras de manjericao com cultivo convencional e hidroponico. Considerando-se
gue muitos estudos do manjericdo séo realizados sob condicbes controladas, é
importante a pesquisa que se desenvolve sobre uma perspectiva de anélises do que
é ofertado para a populacdo diretamente e amplamente consumido in natura,
incentivando o consumo saudavel e o comércio sustentavel. Ressalta-se também que
esta € uma planta comum no Nordeste, que pode ser cultivada em jardins e quintais,
sem grandes custos, o que favorece a agricultura familiar e a economia solidaria.

Palavras-chave: fendlicos; antioxidantes; manjericdo; HPLC-DAD; espectrofotometria.



11

1. Introducéo

Alimentacéo tem sido uma questdo amplamente discutida pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) e pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Os o6rgéaos, desde 2016, propuseram a “Década de Acéo pela Nutricao”,
durante Assembleia-Geral da Organizacdo das Nacfes Unidas visando concretizar
programas que tenham como resultado uma melhoria na nutricdo das pessoas. [1]

A manutencdo de uma alimentacdo saudavel ao longo da vida impede nédo sé
uma ma nutricdo como também DCNT e outras condi¢cdes de saude. Uma dieta que
fornece todos os nutrientes para um individuo é composta por alimentos que se
caracterizam como saudaveis e contribuem tanto para uma melhor nutricdo quanto
para prevencdo de doencas. [2,3] Dessa forma, pesquisas tém dado énfase a
alimentos devido a grande importancia na contribuicdo para uma vida mais saudavel
e longeva. [4,5,6]

A busca por uma alimentacdo saudavel perpassa pela insercdo de alimentos
como frutas, verduras, cereais e vegetais, 0S quais apresentam caracteristicas
benéficas para a saude. [2] Esses alimentos possuem compostos bioativos em sua
composicdo, os quais desempenham atividades biolégicas como: anti-inflamatoria,
antioxidante, anticancerigena, entre outras. Sendo assim, tem despertado o interesse
de pesquisadores sobre quantificacdo, acdo e beneficios destes bioativos, e de
alimentos que possam ser fontes dessas substancias ao serem inseridos na dieta. [7]

Os vegetais sao fontes naturais desses compostos antioxidantes, substancias
gue protegem o corpo do ser humano dos altos niveis de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio que podem reagir facilmente com outras moléculas, causando
danos ao organismo. Assim, podem eliminar esses radicais livres, sendo capazes de
reduzir agentes doadores de hidrogénio e prevenir distirbios que levam a doencas
crdnicas, como o cancer. [7,8]

O Ocimum basilicum L., conhecido como manjericéo, € uma planta ornamental,
medicinal e aromatica nativa da Asia, Africa e india, mas, amplamente cultivada em
diversos paises sobre diferentes condi¢cdes, sendo uma das principais culturas
cultivadas em muitos paises. [9,10, 11] Tem sido uma espécie vegetal de interesse
para industria alimenticia, farmacéutica e de cosmeéticos devido ao fato de, na sua

composicdo, apresentar substancias antioxidantes, as quais colaboram para a sua
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intensa atividade antirradicalar, atuando na prevencao de doencas cardiovasculares,
e reducéo de inflamacdes, incidéncia de cancer e diabetes. [10,12]

Os compostos fendlicos podem ser determinados por diversas técnicas
analiticas.[4] Métodos baseados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou
como € mais conhecida pela sua sigla em inglés HPLC high performance liquid
chromatography fornecem o perfil fendlico das amostras e sdo amplamente utilizados
nesses estudos. [4,13] Além disso, os métodos espectrofotométricos sdo empregados
para determinacdo desses compostos, principalmente, por serem técnicas mais
simples e de menor custo. [14,15] A associacdo desses métodos tem sido algo
relevante para a avaliacdo do conteudo fenodlico e capacidade antioxidante das
amostras de vegetais e alimentos. [15]

O manjericdo € uma planta que tem despertado interesse dos pesquisadores
ha algum tempo devido as propriedades encontradas em seus extratos. A presenca
de substancias antioxidantes como compostos fenélicos no manjericéo € o que o torna
alvo de pesquisas uma vez que 0s mesmos trazem beneficios para o organismo do
ser humano. A sua utlizagdo € muito comum na alimentacdo, na industria
farmacéutica e de cosméticos. [11, 16]

Na literatura encontram-se muitos estudos sobre a composicdo quimica dos
Oleos essenciais, existindo poucos estudos sobre seus extratos. Além disso, as
pesquisas desenvolvidas fazem comparativo do perfil fendlico entre espécies do
género Ocimum, ou do tipo de cultivo dentro das condi¢des do plantio conhecidas e
sobre a influéncia de agentes estressores. [10,12] Neste estudo, pretende-se avaliar
o perfil fendlico e a capacidade antioxidante do extrato de manjericdo, de cultivo
tradicional e hidropbnico, desconhecidas as condi¢des do plantio, comercializado na
cidade de Salvador-BA, o qual é consumido pela populacdo in natura. A partir de
métodos oficiais adaptados e outros ja propostos na literatura, baseados em HPLC e
espectrofotometria, pode-se comparar qualitativamente esses dois tipos de
manjericdo. A divulgagéo do perfil fenolico e os beneficios desta planta tho comum em
quintais, particularmente no Nordeste, contribui para valorizacao do saber tradicional,
gue a utiliza inclusive para fins medicinais, e também estimula o consumo saudavel
de alimentos de origem vegetal de forma consciente, principalmente aqueles que séao

cultivados sem agrotoxicos, pela agricultura familiar. [3, 9, 10]
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Analisar o perfil fenolico de amostras de manjericdo, Ocimum basilicum L., de cultivo
normal e hidropénico, comercializadas em Salvador, Bahia, empregando diversos

métodos analiticos.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar métodos para extracdo de compostos bioativos das amostras de
manjericao;

e Validar possiveis ajustes no método de extracdo escolhido baseado nos
principios da Quimica Verde;

e Determinar o teor dos compostos fendlicos e flavonoides das amostras de
manjericao de cultivo tradicional e hidropdnico empregando espectrofotometria;

e Identificar o perfil fendlico das amostras empregando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC);

e Comparar os resultados obtidos entre os dois tipos de cultivos das amostras de
manjericao discutindo a concentrag¢édo de substancias antioxidantes na planta;

e Contribuir com dados sobre dois tipos de manjericdo comercializados na cidade
de Salvador.
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3. Referencial teérico

3.1. Caracterizacdo do manjericao

A familia Lamiaceae abrange cerca de 240 géneros e 7200 espécies, sendo a
72 maior familia de plantas com flores. [17] Dentre as caracteristicas apresentadas por
esta familia estdo: serem arbustos e ervas, dificilmente como arvores, originarias do
mediterraneo, tem distribuicAo cosmopolita e ocorre principalmente em regides
tropicais. Destacam-se pelo seu uso medicinal, cosmético e alimenticio. [3,18,19]

As espécies dessa familia ganham notoriedade pela sua utilizacdo condimentar
e atividade biologica retratada na literatura. No Brasil, algumas das que mais se
destacam s&o: Hyptis suaveolens L. (alfavacdo), H. mutabilis e H. atrorubens;
Lavandula angustifolia Mill (alfazema); Leonotis nepetaefolia L. (cordao-do-frade);
Leonurus sibiricus L. (macaé) L. cardiaca e L. sibiricus, Melissa officinalis L. (cidreira),
Mentha avensis (horteld-do-Brasil), M. piperita L. (horteld), M. pulegium L. (poejo),
Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Salvia officinalis L. (salvia); Origanum. vulgare L.
(orégano) e Ocimum basilicum L. (manjericdo). Dentre essas espécies, uma das mais
cultivadas no Brasil é a Ocimum basilicum, conhecida popularmente como
manjericao, basilicdo ou alfavaca. [9]

O género Ocimum caracteriza-se pela sua diversidade. Avalia-se a
possibilidade da existéncia de até 160 espécies do género. [19] Entretanto, as
comercializadas séo, principalmente, da espécie Ocimum basilicum. Essa erva ou
subarbusto é nativa da Asia tropical, anual, cultivada em quase todo o mundo, pode
atingir até 1,5 m de altura, folhas pequenas e formas diversas como difusas,
lanceoladas ou ovaladas, além de serem extremamente perfumadas. [20]

A dificuldade da classificacdo das variedades de Ocimum basilicum L.,
possivelmente, relaciona-se com a ocorréncia da polinizacdo cruzada o que facilita
hibridacdes e, consequentemente, o surgimento de varias subespécies, assim, as
cultivares de manjericdo podem se diferenciar pela morfologia e quimiotipo. [19,21] A
cor da folha e da flor, formato da folha, aroma e habito de crescimento séo
caracteristicas que as distinguem morfologicamente. Além disso, podem ser
diferenciadas pela composi¢cao quimica, concentracao de substancias que compdem

essas ervas. [22]
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As folhas possuem coloracédo variada, a partir de tons de verde ou roxo,
podendo ser lisas ou onduladas. Apresentam as flores pequenas e dispostas em
racemos eretos, geralmente em grupos de trés, podendo assumir coloragéo branca,
lilds ou vermelha. O mais conhecido e cultivado € o manjericao de folhas verdes, ja as
de folhas avermelhadas sdo espécies mais raras e mais aromaticas. [20]

A extensao territorial do Brasil apresenta caracteristicas de solo e climaticas
muito peculiares, o que pode influenciar positiva ou negativamente no cultivo de
espécies, mesmo que apresente condicfes semelhantes as do seu local de origem.
Sendo assim, é necessario que se tenha o conhecimento sobre seus efeitos, os tratos
culturais e os fatores bidticos que sdo responsaveis pelo desenvolvimento da planta.
A falta de dominio de tecnologias para o plantio podera influenciar diretamente em
uma baixa qualidade de biomassa e dos principais constituintes quimicos do
manjericdo que sao responsaveis pelos efeitos benéficos apresentados na sua
ingestao in natura, chas e 6leo essencial. [23,24]

O manjericdo se desenvolve em climas quentes e amenos, caracteristicas que
favorecem a producgédo na regido Nordeste do Brasil, sendo produzido principalmente
por pequenos agricultores, destinados a comercializacdo de folhas verdes aromaticas.
Entretanto, existem alguns locais da regido que os cultivos em maior escala séo
destinados para producéo de 6leo essencial. [9,24] Dentre as espécies cultivadas no
Nordeste, as principais sao Ocimum basilicum L. (cultivar basilicdo) (figura 1) Ocimum
basilicum L. (figura 2) Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita). (figura 3)



Figura 1. Ocimum basilicum (Cultivar basilicdo)

Fonte: [9]

Figura 2. Ocimum basilicum L. [9]

2 -

Fonte: [9]
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Figura 3. Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita)
i e '

Fonte: [9]

A producéo de manjericdo é desenvolvida majoritariamente através do cultivo
tradicional. Entretanto, o sistema protegido, como a hidroponia, surge como uma
alternativa para as limitacdes que os fatores ambientais impdem a fim de ajustar o
plantio ao ambiente. Nesse sistema, 0 crescimento das plantas acontece sem solo,
utiliza-se solugbes ricas em minerais para nutri-las, diferentemente do cultivo
tradicional que os nutrientes vém do solo. Essa forma de cultivo permite que a
absorcao de nutrientes seja feita com menor esfor¢o e ocorra uma maximizacéo da
energia para desenvolvimento dos tecidos. As plantas que sdo cultivadas no sistema
hidropbnico sofrem menos estresses ambientais como ventos, chuvas, insolacéo e
organismos indesejados. [25,26,27]

Além de possibilitar uma menor utilizacdo de agrotoxicos em relacdo ao
tradicional quando o cultivo hidrop6nico é feito corretamente. Dessa forma, quando a
nutricdo e irrigagdo sdo comedidas, o controle de temperatura e a umidade séo bem-
feitos no ambiente em que as plantas estdo, elas se desenvolvem forte e menos
suscetiveis a doencas e pragas. Logo, contribui para plantas com menos danos e um
aspecto mais bonito. [27]
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3.2. Compostos bioativos

Os compostos fendlicos (CF) sao metabdlitos antioxidantes naturais
encontrados em alimentos vegetais, conhecidos por sua capacidade de eliminar
espécies reativas de oxigénio e, assim, proteger as células contra doencas
relacionadas ao estresse oxidativo [28], 0os quais tém na sua estrutura basica um anel
aromatico com uma ou mais hidroxilas como substituintes, incluindo seus grupos
funcionais. Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferais.
[29]

Os bioativos fendlicos agem para prevenir danos oxidativos a nutrientes e
outros compostos no corpo inibindo a formagéo de radicais livres que séo produzidos
como resultado do metabolismo normal, mas também podem ser resultantes da
exposicao a agentes estressores ambientais, como radia¢cdo UV, poluicdo e outros
agentes, como produtos quimicos. Os radicais livres sdo altamente reativos e,
posteriormente, destroem outras moléculas para formar ainda mais radicais livres. [29]
A consequéncia desse processo continuo, possivelmente, € parte integrante de varias
condi¢cBes patogénicas, incluindo cancer, artrite, doenca cardiovascular e até mesmo

0 processo de envelhecimento. [28,29]

3.2.1. Classificacdo das substancias fendlicas

3.2.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo dos compostos fendlicos amplamente
identificados, muitos desses, responsaveis por fornecer cor de flores, frutos e folhas,
além de serem importantes para o desenvolvimento do crescimento normal e defesa
contra lesbes e infeccdes. [30] Apresentam suas moléculas com estrutura
benzopirona (Figura 4) e estéo presentes, principalmente, como glicosideos. Essas
substéancias podem ser classificadas de acordo com o heterociclo envolvido (Figura 5)

em: flavonais, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianinas e flavonais. [29,31]
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Figura 4: Estrutura quimica de flavonoides
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Fonte: [58]

Esse grupo destaca-se por demonstrar beneficios para a saude, dentre eles,
atividades antioxidantes, prevencdo de doencas cardiovasculares, acdo anti-
inflamatoria, hepatoprotetora, anticancerigenas e antivirais. Dessa forma, sdo usados
com frequéncia para melhorar os alimentos no aspecto nutricional. Portanto, sdo foco
de interesse para estudos nutricionais e terapéuticos. [31,33]

Os flavonoides mostram grande variacdo em sua estrutura. A diversidade
ocorre de acordo com o grau de hidroxilacdo, metilacdo e glicosilacdo. As flavonas
compdem-se, em boa parte, de glicosideos da luteolina e apigenina e sdo encontradas
em salsa e aipo, além de alguns cereais. As isoflavonas sdo encontradas quase com
exclusividade em plantas leguminosas, em especial, nos gréos de soja, onde podem
estar presentes como agliconas ou glicosideos, dependendo da forma de preparo da
soja. Flavanonas, geralmente, séo glicosiladas por um dissacarideo na posicéo sete,
conferindo sabor amargo como a naringina ou sem sabor como a rutinose. Sao
encontradas em plantas aromaticas como horteld, em tomate, mas seu maior teor esta
apenas em frutas citricas como laranja e limao. Isoflavonas sdo encontradas como
agliconas ou glicosideos, estdo presentes exclusivamente em plantas leguminosas.
[34,35] Os flavondis séo os flavonoides mais encontrados em alimentos. Existem em
sua forma monomeérica, as catequinas, presente em altas concentra¢des no cha verde
e em chocolates. A polimérica, as protocianidinas fazem parte da constituicdo,

principalmente, das uvas, localizadas nas cascas e sementes. Nos vegetais, 0s
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flavondis mais frequentes séo: kaempferol ou 3,5,7,4 — tetrahidroxiflavononol,
quercetina ou 3,5,7,3,4-pentahidroxiflavonol e miricetina ou 3,5,7,3,45 -
hexahidroxiflavonol, destacando-se a quercetina, pela sua abundancia e potencial
antioxidante. [35]

3.2.1.2. Acidos fendlicos

Sao encontrados em diversos alimentos, sendo abundantes em frutas,
leguminosas, oleaginosas, bebidas, vegetais e ervas. Essas substancias sao
benéficas a saude pois apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antitumorais, entre outras. O grande numero de estudos desses compostos é
consequéncia dos efeitos benéficos a saude. [36,37]

Os é&cidos fendlicos derivam dos acidos hidroxibenzoico e &cidos
hidroxicinamico. Os derivados mais comuns dos acidos hidroxibenzdico (Figura 5)
sdo: p-hidroxibenzadico, salicilico, elagico, gélico, vanilico, protocatecuico, siringico,
apresentam-se em baixa concentracdo em plantas comestiveis, entretanto, a em
algumas frutas vermelhas como framboesa, cebolas e rabanetes preto estao presente
em maior quantidade. J4 os &cidos hidroxicindmicos (Figura 6) sdo mais
predominantes, mais comuns sdo: cumarico, caféico, ferulico, clorogénico e sinapico.
[38,36] Estudos relatam a presenca dessas substancias em hortalicas como alfaces
verdes e vermelho rubi, couve, mostarda, agrido, entre outras. [39,40]

Figura 5: Estrutura quimica basica dos acidos hidroxibenzéico

R4

OH

R3
R, = R; = R;= OH—Acido gélico
R; =R, = OH—»Acido protocatequinico

Fonte: [43]
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Figura 6: Estrutura quimica basica dos acidos hidroxicindmico

R4

OH
R; = OH—Acido cumarico
R; = R, = OH—Acido caféico

Fonte: [43]

3.3. Coleta e tratamentos preliminares das amostras

O processo de selecdo e remocdo de uma pequena parte que seja
representativa e suficiente de um todo, a qual sera analisada € conhecido como
amostragem. A porcdo limitada, conhecida como amostra, deve possuir as
caracteristicas essenciais do conjunto. Normalmente, as amostras requisitam etapas
preliminares que sao importantes e indispensaveis para analise qualitativa e
quantitativa, sendo feito um pré-tratamento, como: lavagem, secagem, moagem,
peneiramento, refrigeracao, entre outras. O processo da amostragem consiste em trés
etapas principais, sdo elas: coleta da amostra bruta, preparacdo da amostra
laboratorial e preparo da aliquota para analise, pois, no geral, a amostra precisa ser
convertida para uma forma adequada para a determinacdo do analito de interesse.
[41,42]

Na operacdo de secagem, no caso de vegetais, deve-se utilizar estufas com
circulacao de ar e a temperatura ndo deve exceder 65°C para que 0s analitos que sao
volateis ndo sejam perdidos. O acondicionamento da amostra deve ser feito sob
vacuo, em dessecador, a fim de conversar a amostra. A moagem ¢ feita para reducéo
do tamanho das particulas através de liquidificadores, processadores, moinhos de
facas, almofariz, entre outros equipamentos e, assim, tornar a aliquota se torne
homogénea e representativa. O peneiramento das amostras é um procedimento

importante e muito utilizado, feito com peneiras ou tamises de malhas ou outros
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materiais, para avaliacdo do e classificacdo a distribuicdo do tamanho das particulas,

as quais inferem sobre a homogeneidade das amostras. [43,44]

3.4. Preparo da amostra

O preparo da amostra depende da sua técnica de andlise. Essa etapa pode
interferir diretamente no resultado, dependendo da sua preparagédo correta. Dessa
forma, alguns pontos devem ser considerados para andlise do material: a sua
homogeneidade e representatividade. [44]

Nas etapas do preparo de um material sélido, normalmente, € necessaria a
conversdo da amostra em solugdo aquosa a fim de determinar os analitos de
interesse. Uma das técnicas utilizadas para isso € o0 processo de extracdo que pode
ser feita através da extracdo solido-liquido. Dessa forma, a natureza da amostra
determina a metodologia a ser usada para essa etapa de modo a garantir a
sensibilidade e seletividade, por exemplo, com amostras complexas que contenham
compostos como lipidios, proteinas entre outras. [43, 44]

O processo de extracdo de compostos bioativos de plantas pode ser
influenciado por diversos fatores que afetam a eficiéncia dela. Dentre eles, pode-se
citar a técnica de extracdo, propriedades da matriz de componentes da planta,
solvente de extracdo, temperatura, presséo, tempo e tamanho das particulas. Assim,
esses fatores devem ser considerados para aumentar a capacidade extrativa dos
bioativos dos tecidos vegetais. [45,46]

Estudos apresentam diferentes metodologias para extracdo, baseadas,
principalmente, em diferentes técnicas. Esses, trazem os métodos tradicionais como
infusdo, maceracdo, percolacdo e decocgcdo, e métodos ndo tradicionais como
extracao de fluido supercritico, extracdo assistida por micro-ondas, extracao assistida
por ultrassom, extracao assistida por micro-ondas com base em enzimas, extracao de
fluido supercritico-extracdo de fluido pressurizado apontando suas vantagens e
limitacOes. [46] O surgimento de novas técnicas e combinagdes apontam uma op¢ao
para uma extracao rapida e eficiente. [47,48] Na Tabela 1, adaptada de uma reviséo
sobre as técnicas de extracdo, sdo citados métodos baseados em técnicas
convencionais, ndo convencionais e combinacdes de diferentes técnicas, suas

vantagens e desvantagens. [46]
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Tabela 1 - Comparacéo de métodos convencionais, ndo convencionais e combinadas para extracdo de compostos bioativos vegetais.

(continua)

Métodos de extragao

Vantagens

Limitacdes

Referéncias

Convencional

Maceracéo

Hidrodestilacao

Infusédo

Decoccédo

Percolacdo

Baixo custo de investimento, modulacdo da

seletividade pela escolha do solvente

Os compostos bioativos se separam

automaticamente da agua

Leva menos tempo para extragdo e o calor
latente de vaporizagdo é menor que o da
agua, entdo, menos calor sera consumido

para fazer um extrato concentrado

Os métodos de operacgdo sao simples

Aumenta o rendimento da extracdo por
proporcionar melhor tempo de contato entre o

solvente e o material vegetal

Destruicao térmica de alguns compostos

Alguns componentes volateis podem ser
perdidos se a temperatura de extracdo for

muito alta

Sao necessarias grandes quantidades de

solvente

Sao necessarias grandes quantidades de

solvente

Leva muito tempo e usa muitos solventes

Renard et ai. (2017)
; Soquetta et al.
(2018)

Fox e outros. (2017)

Harbourne et al.
(2013)

Azwanida (2015)

Hussein (2019)

Fonte: [50] *modificada pelo autor


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib120
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib120
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib120
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib63
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib63
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib63
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib63
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib14
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib14
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib68
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Tabela 1 - Comparacédo de métodos convencionais, ndo convencionais e combinadas para extracdo de compostos bioativos vegetais.

(continua)
Métodos de extracao Vantagens Limitacdes Referéncias
N&o convencional Extracdo de fluido Baixa temperatura, altos rendimentos; Altos custos de investimento Fox e outros. (2017)

supercritico

Extracdo assistida por

micro-ondas

Extracdo assistida por

ultrassom

Extracdo assistida por

enzimas

principalmente para compostos de baixa

polaridade, mas pode ser ajustado

O tempo de processo e o0 uso de solvente sdo Altas temperaturas locais; solventes polares. Fox e outros. (2017)

reduzidos

Reducédo do tempo de processamento, baixa Inchaco do material vegetal Fox e outros. (2017)
temperatura

Extracdo facilitada de um tecido vegetal Operacdo longa adicional em condi¢cdes Fox e outros. (2017)

Umidas

Fonte: [50] *modificada pelo autor


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib104
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Tabela 1 - Comparacéo de métodos convencionais, ndo convencionais e combinadas para extracdo de compostos bioativos vegetais.

(continua)

Métodos de extracao

Vantagens LimitacOes

Referéncias

Técnicas combinadas

Extracdo baseada em
enzima-ultra-som-
assistida por micro-
ondas (EUMAE)

Extracdo de  Fluido
Supercritico-Extracdo de
Fluido Pressurizado
(SFE-PLE)

Extracdo de  fluido
supercritico assistida por
ultrassom (SFE-UAE)

Extracdo de agitacao de
alta presséo hidrostatica
(HHPE-AE)

Maior rendimento de extracdo e tempos de Alto custo de manutencéo

extracéo mais rapidos.

As extra¢cbes podem ser concluidas de 2 a 2,5 Altos custos de investimento
vezes mais rapido do que as extracdes tipicas,
resultando em rendimentos de extragdo mais

altos.

Maior rendimento de extracdo para melhor Alto custo analitico

cinética

Distribuicdo uniforme em toda a amostra e Equipamento é caro

tempos de extracao rapidos.

Liu et al. (2014)

Golmakani et al.

(2014)

Zekovic et al. (2015)

Uribe et al. (2015)

Fonte: [50] *modificada pelo autor


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib84
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib84
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib84
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib57
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib57
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib57
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib57
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib147
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
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Tabela 1 - Comparacdo de métodos convencionais, nao convencionais e combinadas para extragdo de compostos bioativos vegetais.

(concluséo)

Métodos de extracao

Vantagens

Limitacdes

Referéncias

Técnicas combinadas

Extracdo de ultrassom
de alta pressao
hidrostatica (HHPE-UE)

Extracdo de diéxido de
carbono supercritico
(SCCO 2) - Extracao de
agua subcritica (SWE)

Extracdo assistida por
ultrassom - Extracéo de

liquido pressurizado

Campo elétrico pulsado

e técnicas de alta tensao

E o método de extracdo mais eficiente de

compostos bioativos

Nenhuma filtracdo € necesséaria, nenhum

residuo perigoso

Mais eficiente e melhoria na extracéo

E viavel extrair antioxidantes e proteinas da

casca da manga

Operacao em lote ou semicontinua

Maior complexidade técnica

Alto custo de processo

Alto custo inicial e de capital

Uribe et al. (2015)

Zabot et al. (2015)

Tome et al. (2018) .

Parniakov et al.
(2016)

Fonte: [50] *modificada pelo autor


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib133
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib146
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib146
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib146
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib122
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib122
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib97
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib97
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib97
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib97
https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006191#bib97
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A escolha do método de extracdo esta associada a propésitos diferentes
conforme a analise. Entretanto, algumas condi¢des nos processos de extragdo, como
a natureza dos solventes, tem sido uma das questdes relevantes, considerando-se os
impactos que estes podem causar a saude humana e ao meio ambiente. Nesse
sentido, nos ultimos anos, as técnicas de extragao mais ecolégicas ou “verdes” vém
ganhando notoriedade, pois contribuem para a eliminacdo de solventes organicos,
como hexano, cloroférmio, metanol, acetato de etila, entre outros. [49]

Uma alternativa € usar a agua como solvente, sua alta polaridade e ponto de
ebulicdo caracterizam-na como um solvente Unico, facil manuseamento e nao
perigoso. Estudos ja mostram que a agua em temperaturas elevadas tem sido
destinada para processos industriais desde a extracdo até a limpeza, além de ser um
solvente utilizado no cozimento de alimentos. [45]

Apesar de muitos estudos ja terem sido realizados no sentido de reduzir a
quantidade de solventes, a quimica verde visa otimizar também outras etapas do
processo, como evitar desperdicio, sintese quimica menos perigosa, descarte de
produtos quimicos de forma responsavel, além de solventes mais seguros. Dessa
forma, faz-se necesséria a utilizacdo de solventes alternativos, reducdo do consumo
de energia, garantia da seguranca e qualidade do extrato obtido para que a técnica

de extracdo seja considerada “verde”. [50]

3.5. Técnicas Analiticas

3.5.1. Técnicas Espectrofotométricas

Os métodos espectroscépicos de analise baseiam-se na medida da quantidade
de radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou espécies atbmicas de
interesse. A técnica tem como instrumentos de medida os espectrometros, dentre
estes, 0 espectrofotbmetro € um instrumento espectroscopico que utiliza um
monocromador ou policromador juntamente com um transdutor para converter as
intensidades radiantes em sinais elétricos. Dessa forma, a espectroscopia de
absorcdo no ultravioleta e visivel (UV-Vis) tem ampla aplicagcdo em laboratorio,

principalmente para analises quantitativas. Cada espécie molecular é capaz de

absorver suas proprias frequéncias caracteristicas de radiagéo eletromagnética. Esse



28

processo transfere energia para a molécula e resulta em um decréscimo da
intensidade da radiacéo eletromagnética. [51]

A espectrofotometria UV-Vis baseia-se na absorcdo da radiagao
eletromagnética por uma espécie absorvente. A regido do espectro a qual isso ocorre
varia aproximadamente de 190-800 nm, onde ocorrem mudancas em nivel eletrénico
de uma molécula, denominada de cromaoforo. Assim, essa técnica utiliza a atenuacao
da medicao da radiacdo que estéd associada a reflexdo, espalhamento, absorcéo ou
interferéncias. [52] A medicdo dessa atenuacdo pode ser registradas através da
absorbancia pois, respeitando alguns limites, essa medi¢cdo pode ser relacionada
proporcionalmente a concentracdo de um determinado analito com a distancia para a
luz passar pela amostra durante a irradiagdo, sendo chamada de” Lei de Beer” e
escrita a partir da equagao: A = € x b x ¢, sendo A absorbancia, € € o coeficiente de
absorbancia molar (dependente do comprimento de onda) dadoem L mol "t cm ™1, b
é o comprimento do caminho em cm e ¢ é a concentragdo do absorvedor em mol L™
[53, 54] Alguns fatores podem influenciar essa relagéo, dentre eles, destacam-se as
caracteristicas do espectrofotbmetro, a fotodegradacédo das moléculas, presenca de
interferéncias de espalhamento ou absor¢do das amostras, interacdes entre o analito
e o0 solvente e o pH. Os métodos baseados na espectrofotometria que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteu (FC) sédo os mais difundidos nos estudos sobre alimentos
e pesquisa de nutricdo por serem mais simples e menos dispendioso para determinar
o teor de compostos fendlicos totais (CFT) com leituras em espectrofotbmetro UV-Vis
a 760 nm. [55,56,57,58]

3.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é o tipo mais versétil e mais
amplamente empregado de cromatografia por eluicdo. Essa técnica é utilizada para
separar e determinar espécies em uma grande variedade de materiais organicos,
inorganicos e biolégicos. Na cromatografia liquida, a fase mével € um solvente liquido,
o qual contém a amostra na forma de uma mistura de solutos. O tipo de cromatografia
liguida de alta eficiéncia € geralmente definido pelo mecanismo de separacao ou pelo
tipo de fase estacionaria, 0os quais séo: particdo ou cromatografia liquido-liquido,
adsorcdo ou cromatografia liquido-solido, troca i6nica ou cromatografia de ions,

cromatografia por exclusdo, cromatografia por afinidade e cromatografia quiral. [51]


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/uv-vis-spectroscopy
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Uma ampla variedade de métodos analiticos pode ser usada para determinar 0s
fendlicos bioativos; entretanto, técnicas de separacdo com alto poder de resolucéo
sdo necessarias, devido a complexidade da matriz e a quantidade de formas que o
analito pode estar presente na amostra. [42]

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem sido a técnica analitica
mais avancada e que tem dominado a separacdo e caracterizacdo de compostos
fendlicos, sendo acessivel e fornecendo resultados precisos. Nessa técnica, a
deteccdo das moléculas € feita por um sistema fotomultiplicador que detecta os
comprimentos de onda individuais. Sendo utilizados diferentes tipos de suporte e
fases moéveis para a analise desses fitoquimicos em extratos vegetais. [8,56]

Na andlise por HPLC o solvente utilizado na separacdo dos compostos
fendlicos € chamado de fase movel, dentre os modificadores organicos mais utilizados
0s melhores sao acetonitrila e metanol. A natureza dos compostos que sao extraidos
é fator determinante para a escolha da coluna e da fase mével. A coluna de HPLC
exerce influéncia na separagcéo de composto fenélicos, normalmente, a coluna C18 é
utilizada para esse tipo de separacao. Os detectores mais comumente utilizados séo:

UV-Vis, detector de fluorescéncia e o detector de arranjo de diodos (DAD). [57]

4. Parte experimental

4.1. Coleta das amostras

As amostras de manjericdo foram compradas em alguns pontos comerciais de
Salvador, Bahia, como mostra a Tabela 2, entre junho de 2021 a janeiro de 2022.
Tendo como critérios para seleciona-las o tipo de cultivo ser normal ou hidrop6énico e
de coloracéo verde. Os manjericées escolhidos para serem analisados apresentavam-

se “frescos” e proprios para consumo.


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/high-performance-liquid-chromatography

Tabela 2 - Amostras de manjericéo coletadas na cidade de Salvador-Bahia

Variedade Cultivo Local de coleta Legenda das
amostras
Manjericao Hidroponico Supermercado HB
comum verde Bompreco
Tradicional B
Manjericao Hidropbnico Supermercado HP
comum verde Perini
Tradicional TP
Manjericao Hidrop6énico Feira de S&o HS
comum verde Joaquim
Tradicional TS
Manjericao Tradicional Mercado do Rio TR
comum verde Vermelho
Manjericao Tradicional Ambulante TC
comum verde Cabula

Fonte: Autor
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4.2. Pré-tratamento

As amostras foram lavadas com agua corrente e 4gua ultrapura. Foram secas
a temperatura ambiente, e, em seguida, foram selecionadas as folhas de manjericéo
mais conservadas e, posteriormente, colocadas na estufa até sua completa secagem
com circulacédo de ar (TECNAL, TE-394), a 60°C.[52]

O material seco foi triturado no liquidificador (ARNO, Optimix plus 550W) até
que toda a amostra se tornasse um po. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas com um auxilio de um pincel em peneira (granulometria 32 mesh,

abertura de 0,50 mm).

4.3. Extragcdo de compostos fendlicos

Plantas medicinais s&o fontes naturais de substancias antioxidantes como 0s
compostos fendlicos, o que desperta o interesse da utilizacdo das mesmas no dia a
dia das pessoas. Assim, dentre as formas de consumo destaca-se o cha que é obtido
através do processo de extracdo, seja por infusdo ou decoccao. Através desses
processos € possivel ingerir a bebida com as propriedades antioxidantes preservadas.
[58]

Estudos retratam muitos procedimentos de extracdo que séo realizados com
solventes inadequados para o consumo e, consequentemente, tornando impossivel
aproveitar os beneficios esperados para a salde com a sua ingestdo. [45] Nesse
sentido, utilizar os métodos de preparo de chas para estudos de substancias fenélicas
permite correlacionar a capacidade antioxidante dessas bebidas com o seu perfil

fendlico, contribuindo para impactos benéficos na saude. [58]

4.3.1. Estudo sobre métodos de extracao

A extracdo € uma etapa essencial para fornecer um produto que apresente 0s
compostos fenolicos, qualitativamente e quantitativamente. O teor dessas substancias
é influenciado por alguns fatores, como: a relacdo entre quantidade de amostra e
solvente, tempo de extracao, o tipo do solvente, temperatura de extragéo, entre outros.
Assim, utiliza-se ferramentas quimiométricas, as quais contribuem para mitigar o gasto

de tempo e reagentes quando se faz uma otimizacgéao tradicional. [58]
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Na otimizacdao tradicional, ou univariada, além de ser um método trabalhoso e
demorado, pode ndo levar a resultados confiaveis, ja que um fator de cada vez é
considerado, sem levar em conta as interagcbes que existem entre os fatores,
concomitantemente. [59] A utilizacdo de planejamentos experimentais que se baseiam
em principios estatisticos, possibilita aos pesquisadores a obtencdo do maximo de
informacgfes Uteis com o minimo de experimentos. Nos planejamentos fatoriais
completos sao realizados experimentos das possiveis combinacfes das variaveis em
todos os niveis, 0s quais sdo valores que as variaveis podem assumir em um dominio
experimental delineado previamente. A quantidade de experimentos realizados é
definida por n=2 onde n é o nimero de experimentos e k o nimero de variaveis. Os
niveis sdo codificados em dois valores: -1 (nivel inferior) e +1 (nivel superior). Para a
determinacdo do erro experimental geralmente sdo acrescentados os chamados
pontos centrais (valor codificado 0), que devem corresponder a cerca de 30% do

namero total de experimentos (n). [60,61]

4.3.1.1. Reagente

e Agua ultrapura.

4.3.1.2. Instrumentos

Balanca analitica (SHIMADZU, AUX 220);
e Placa aquecedora (QUIMIS);

e Funil;

e Tubo Falcon;

e Suporte universal,

e Garra;

e Erlenmeyer;

e Papel filtro;

e Pissete;

e Tampa de baldo volumétrico;

e Espatula.
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Inicialmente, realizou-se algumas comparacfes entre metodologias de
extracdo. A primeira, entre metodologias diferentes [62][63] e outra entre uma mesma
metodologia por processos de extragdo distintos: infusdo, o qual era proposto na
metodologia e por decoccdo. Avaliou-se o teor de compostos fendlicos totais [64] para
definir qual dos dois processos seria utilizado. Os dados obtidos das comparacfes

estdo dispostos nas tabelas 3 e 4 abaixo, respectivamente.

Tabela 3 - Comparacéo entre duas metodologias para extragao avaliada através do teor de

compostos fendlicos totais de manjericéo

Amostra de manjericao Tipo de solvente Referéncia Fendlicos totais
mg EAG 100 g'' DW +
DP
Agua [62] 1603 £ 0,92
cC
Metanol [63] 347+ 1,10

Média da concentracdo + desvio padrdo; DW (massa seca); EAG: Equivalente de &cido galico.

Tabela 4 - Comparacgao entre dois processos de extragdo avaliada através do teor de

compostos fendélicos totais de manjericao

Amostra de manjericdo Processo de extracéo Fendlicos totais

mg EAG 100 g DW + DP

Infuséo 1489 + 2,06
CcC
* Infusdo proporcional 1302
Decoccéo 2101+ 0,05

Média da concentracdo + desvio padrao; DW (massa seca); EAG: Equivalente de acido galico.

A partir disso, definiu-se a metodologia a ser utilizada para a extracdo com
adaptacdes. [62] A fim de melhorar as condicbes experimentais, fez-se um
experimento proporcional para o processo de extracdo por infusdo, o qual teve a
guantidade descrita, na metodologia, da relacdo massa:solvente reduzida. Dessa
forma, realizou-se uma validacdo utilizando paréametros propostos por agéncias

reguladoras e oOrgdos de fiscalizacdo nacionais e internacionais [64,65,66] como:



34

exatidao através de experimentos de recuperacao, precisao atraves da repetibilidade,
extracdo sucessiva e robustez através do delineamento de um planejamento fatorial
de dois niveis para minimizar a quantidade de experimentos e, consequentemente,
mitigar os gastos de reagente, amostra, tempo e descarte.

Apoés a validacdo da metodologia, iniciaram-se as extracdes das amostras
selecionadas para o desenvolvimento do trabalho.

As amostras foram pesadas diretamente nos erlenmeyers identificados de
acordo com o tipo de cultivo e local de coleta. Pesou-se 0,5 g de cada amostra em
duplicata. Tampou-se os erlenmeyers usando tampas de baldo volumétrico.

Colocou-se 35 ml de agua ultrapura em erlenmeyers, em seguida, tampou-se
para evitar perda do vapor e colocou-se na placa aquecedora. Quando iniciada a
ebulicao transferiu-se a agua para o erlenmeyer com amostra, tampou-se e colocou-
se novamente na placa aguecedora. Apés 17 minutos em ebulicdo, o material foi
filtrado, sem resfriamento, em funil de vidro com papel de filtro, coletando-se o extrato
em tubo Falcon identificado.

Repetiu-se o mesmo procedimento para todas as amostras, sempre priorizando
realizar as extracdes de cada tipo de cultivo e local de coleta simultaneamente, além
de colocar as mesmas quantidades de erlenmeyers na placa aquecedora para tentar
garantir condicdes semelhantes para todos os processos de extracdo, considerando

gue muitas vezes a placa aquecedora ndo aquece uniformemente.



O esquema abaixo (Figura 7) demonstra o procedimento de extracao:

Figura 7 - Fluxograma da extra¢éo da amostra

35 mL de agua
ultrapura

Aguecimento até a

fervura
+05gda
amaostra seca e
moida
17 minutos de
fervura com a
amostra
Filtrag&o em funil de Extrato da Avolumar para 35 mL
vidro com papel filtro amostra

Fonte: Autor

4.4. Determinacdo de fendlicos totais por espectrofotometria

4.4.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
e Reagente Folin-Ciocalteu (éxodo cientifica, Brasil);
e Carbonato de sodio (Vetec, Brasil);

o Acido galico anidro (éxodo cientifica, Brasil);

e Agua ultrapura.
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4.4.2. Instrumentos

e Espectrofotbmetro (BIOSPECTRO, SP-22);
e Micropipeta de 10-100 pL;

e Micropipeta de 20-200 pL;

e Micropipeta de 100-1000 uL;

e Tubo Falcon;

e Suporte para tubos;

e Pissete.

A determinacdo dos fendlicos totais seguiu a metodologia ja descrita na
literatura com adaptacdes. [67] Do extrato aquoso de cada amostra de manjericéo,
tomou-se aliquotas: 20 uL, em triplicata, que foram transferidas para tubos falcon de
15 mL. Adicionou-se 3,18 mL de agua ultrapura e 200 pL do reagente Folin-Ciocalteu.
Apéds 5 min, adicionou-se 600 pL de solucao de carbonato de sédio 20 % (m/v) nos
tubos, na ordem da adicdo do reagente e, a solucao foi homogeneizada. Apés finalizar
a adicao do carbonato em todos os tubos, decorridas 2h de repouso no escuro, foram
realizadas as leituras em triplicata das absorvancias em espectrofotometro
(BIOSPECTRO, SP-22) a 765 nm.

Utilizou-se como padréo o acido galico, para a curva de calibracdo. Para o
preparo das solu¢cdes da curva, foi realizado o mesmo procedimento descrito para as
amostras, substituindo-se o extrato pelo volume necessario de acido galico 100 ppm
para se obter as concentracfes da curva (0-5 ppm). O volume de agua variou de
acordo com a concentracdo estabelecida para cada ponto da curva: de 3,2 mL a 3,00
mL.

A partir da equacéo da reta (Figura 8), realizou-se o célculo do teor de fendlicos
totais (TCFT) que foram expressos como equivalentes de acido galico por 100 g em
massa seca (EAG100g™* DW).
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Figura 8 - Curva de calibracdo do Acido Galico para determinac&o do Teor de Compostos Fendlicos
Totais (TCFT).

ﬂ r - ram
9300 1 Curva do Acido Galico  v=o0,0893x-0,0004
0,450 - R*=0,9991

0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -

0,050 -

0,000

1 2 . 3
Concentracdo do Acido Galico em ppm

4 5

-0,050

Fonte: Autor

Apos todas as leituras, os materiais foram lavados com agua e sabao, passou-
se agua ultrapura e colocou-se no banho de HNOs, 10 % (v/v) durante 24h para

descontaminacéao.

4.5. Determinacao de flavonoides totais

4.5.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

e Cloreto de aluminio AICIs.6H20 (éxodo cientifica, Brasil);
o Alcool metilico (metanol) (Synth, Brasil);

e Agua ultrapura;

e Quercetina (Sigma-Aldrich, EUA).
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45.2. Instrumentos

e Espectrofotbmetro (BIOSPECTRO, SP-22);
e Micropipeta de 10-100 pL;

e Micropipeta de 20-200 pL;

e Micropipeta de 100-1000 pL;

e Balanca analitica (SHIMADZU, AUX220);

e Tubo Falcon;

e Suporte para tubos;

e Béquer de 100 mL;

e Baldo volumétrico de 100 mL;

e Espatula;

o Pissete.

O Teor de Flavonoides Totais (TFC) foi determinado utilizando-se a
metodologia que emprega cloreto de aluminio [4] adaptada.

Preparou-se a solucdo metanolica de cloreto de aluminio hexahidratado 2%
(m/v) em um baldo volumétrico de 100 mL. Para isso, pesou-se 2 g do AICl3.6Hz20
diretamente em um béquer, em seguida, adicionou-se um pouco de metanol para
solubiliza-lo. Transferiu-se para o baldo volumétrico e aferiu-se. Apos isso, todos os
tubos Falcon foram identificados de acordo com a amostra de manjericao.

Do extrato aquoso de cada amostra de manjericao, tomou-se aliquotas: 50 pL,
em triplicata, que foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL. Adicionou-se 2,45
mL de cloreto de aluminio hexahidratado a 2,0% (m/v em metanol) e o volume foi
completado com 1,55 mL de metanol. Agitou-se e decorrida 1h de repouso no escuro,
foram realizadas as leituras em triplicata das absorvancias em espectrofotometro
(BIOSPECTRO, SP-22) a 415 nm. Utilizou-se como padréo a quercetina, para a curva
de calibracdo. Para o preparo das solugbes da curva, foi realizado o mesmo
procedimento descrito para o ensaio com as amostras, substituindo-se o extrato pelo
volume necessario de quercetina 100 ppm para se ter as concentracfes necessarias
a curva (0-10 ppm). A partir da equacédo da reta (Figura 9), realizou-se o calculo do
Teor de Flavonoides Totais (TFT) que foram expressos como equivalentes de

quercetina por 100 g em massa seca (EQ 100 g).
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Figura 9 - Curva de calibracao da quercetina para determinacao do Teor de Flavonoides Totais (TFT).

A 0,800 - . y = 0,0746x - 0,0043
Curva de Quercetina R?= 0,997

0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 . . . . .

E 1 2 3 3 5

-0,100 Concentragdo em ppm

Fonte: Autor

Apés todas as leituras, os materiais foram lavados com agua e sabédo, depois
com &gua ultrapura e colocados em banho de HNOs, 10 % (v/v) durante 24h para

descontaminacéao.

4.6. Determinacéo da atividade antioxidante por DPPH

4.6.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

e Alcool metilico (Synth, Brasil);

e Agua destilada;

e 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH-) (Sigma-Aldrich, EUA).

4.6.2. Instrumentos

e Espectrofotdbmetro (BIOSPECTRO, SP-22);
e Micropipeta de 10-100 pL;

e Balanca analitica (SHIMADZU, AUX220);

e Tubo Falcon;

e Suporte para tubos;

e Pissete;
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e Béquer de 100 mL,;
e Balao volumétrico de 100 mL;

e Tampa para baldo volumétrico.

A determinacdo da atividade antioxidante por DPPH foi realizada através do
meétodo ja proposto anteriormente [68] com adaptacdes.

Preparou-se uma solugcédo de 0,06 mM de DPPHe, no mesmo dia da analise.
Para isso, utilizou-se uma balanca analitica para medir a massa 2,4 g de DPPH com
0 auxilio de um béquer preparar a solu¢cdo 0,06 mM no mesmo dia da anélise, 2,4 mg
de DPPH, em seguida, adicionou-se metanol para solubiliza-lo e transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL e aferiu-se. A solucdo foi acondicionada em frasco de
vidro ambar. Para a determinacéo da atividade antioxidante, adicionou-se 100 uL de
extrato e 3,9 mL da solucdo metandlica de DPPH e+« em tubo falcon, fechou-se e
agitou-se. Preparou-se o branco adicionando-se 100 uL de agua ultrapura e 3,9 mL
da solucdo metandlica de DPPH «. Todas as determinagbes foram realizadas em
triplicata. Ap6s 60 minutos, as absorbancias foram lidas a 515 nm em um
espectrofotometro UV-vis (Biospectro, Brasil). A atividade de eliminacdo de radicais
foi expressa como percentagem de inibicdo [8], calculada como se segue: % de
inibicdo = 100 x (branco de ABS - amostra de ABS)/branco de ABS.

4.7. Anélises do perfil fenolico por HPLC-DAD

4.7.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

e Acido acético glacial grau de HPLC (AVANTOR, EUA):
e Alcool metilico grau de HPLC (Merck, Alemanha);

e Agua ultrapura;

e Mix de padrdes (Sigma-Aldrich, EUA).


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/antioxidant-capacity
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4.7.2. Instrumentos

e Sistema de cromatografia liquida (Shimadzu Scientific Instruments, Japao):
Modelo Prominence-i LC-2030C 3D Plus;

Bomba quaternaria de alta presséo (LC-40B XR);

Detector de arranjo de fotodiodos (SPD-40V);

Auto-amostrador (SIL-40C);

Forno de aquecimento para coluna (CTO-40C);

Mdédulo de comunicacédo (CBM-40Life).

Coluna C18 (5 ym, 4,0 x 250 mm) (Sigma-Aldrich, EUA).

Vials;

AN N N Y N NN

e Filtro de seringa;

e Baldo volumétrico de 1 L;

e Seringa;

e Provetade 10 mL;

e Banho ultrassénico Banho ultrassénico (UNIQUE, Maxiclean 1450);
e Sistema de filtracdo a vacuo;

e Frasco de vidro ambar 1 L.

A analise do perfil fendlico dos extratos de manjericao foi feita por metodologia
ja descrita na literatura [69] com adaptacdes.

Preparou-se a solucao de acido acético glacial 1% (v/v) medindo-se 10 mL de
acido acético glacial em uma proveta, em seguida transferiu-se para o baldo
volumétrico e adicionou-se agua ultrapura e aferiu-se, fez-se a homogeneizacéo. Apos
isso, com o auxilio de um sistema de filtrac&o a vacuo, filtrou-se a solu¢éo diretamente
para um frasco de ambar e em seguida colocou-se em banho ultrassénico por 5
minutos. Realizou-se as analises HPLC-DAD em um sistema de cromatografia liquida
Shimadzu (Shimadzu Scientific Instruments, Japdo) modelo Promimence, equipado
com bomba quaternaria de alta pressdo (modelo LC-2030C 3D Plus), detector de
arranjos de fotodiodos (SPD-40V), auto-amostrador (modelo SIL-40C), forno de
aguecimento para coluna (modelo CTO-40C) e médulo de comunicacdo (modelo
CBM-40Life), operado pelo software programa LCsolutions (Shimadzu Scientific

Instruments, Japdo). Realizou-se a separacdo cromatografica em uma coluna C18 (5
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um, 4,0 x 250 mm) (Sigma-Aldrich, EUA) a 42 °C usando o gradiente de vazao da
tabela 5 de uma mistura de solventes: solucao de acido acético glacial 1% (v/v) (A) e

metanol grau HPLC (B), sendo o programa gradiente descrito na tabela 6.

Tabela 5 - Gradiente de vazao do método de analise no HPLC-DAD

Tempo (min) Vazao (mL min-1)
0-12 0,8
24,5 1,0
37 1,2
39 1,3
42-43 0,8
Fonte: [69]

Tabela 6 - Gradiente de eluicdo método de anélise no HPLC-DAD

Tempo (min) HAC 1% (v/v) Metanol
0 100 0
10 80 20
23 60 40
36 40 60
39 30 70
39,5-43 100 0

HAc: acido acético
Fonte: [69]

Para identificacdo dos picos cromatograficos comparou-se os tempos de
retencdo e espectros UV-Vis com os mesmos resultados dos padrdes de referéncia.
Obteve-se os cromatogramas em diferentes comprimentos de onda, de acordo com a
literatura, sendo, 260 nm para os acidos protocatecuico e acido elagico; 272 nm
para acido gdlico, &cido siringico e crisina; 280 nm para catequina, vanilina, acido
trans-cindmico e naringenina; 310 nm para acido p-cumarico; 330 nm para acidos

clorogénico, acido cafeico, acido feralico e acido sinapico, e 360 nm para rutina,
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quercetina e kaempferol. Todas as analises dos extratos foram realizadas em
triplicatas e utilizou-se os parametros descritos na tabela 7 para determinacdo dos

compostos fendlicos.

Tabela 7 - Parametros das curvas analiticas do método de analise no HPLC-DAD

Analito Equacéo de regressao r LD (mg L) LQ (mg L)
Acido galico y = 69058x - 987,92 0,9988 0,16 0,48
Acido protocatecuico y = 132697x - 8605 0,9997 0,08 0,24
Catequina y =11344x + 3841,1 0,9979 0,21 0,63
Acido clorogénico y = 65056x + 5481,7 0,9973 0,14 0,41
Acido cafeico y = 149675x - 15785 0,9999 0,04 0,13
Acido siringico y = 73260x - 8065,3 0,9999 0,04 0,11
Vanilina y = 92846x - 620,8 1,0000 0,02 0,07
Acido p-cumarico y = 173234x - 16450 1,0000 0,03 0,09
Acido ferulico y =106019x - 10833 0,9998 0,06 0,17
Acido sinapico y =107178x - 10354 0,9998 0,06 0,18
Rutina y = 31435x - 3903 1,0000 0,01 0,04
Acido elagico y = 180471x - 6206,8 0,9992 0,13 0,39
Acido trans-cinamico y = 156741x - 16963 1,0000 0,03 0,08
Naringenina y = 63685x - 6429,1 0,9995 0,10 0,29
Quercetina y = 45981x - 10078 0,9985 0,18 0,54
Kaempferol y =23417x - 4108,7 0,9925 0,40 1,20
Crisina y = 23736x - 10191 0,9903 0,44 1,34

LD: limite de deteccao; LQ: limite de quantificacao; r: coeficiente de correlagéo

Fonte: [69]
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5. Resultados e discussao

5.1. Validacédo do ajuste da extracao

A validacdo do ajuste feito no meétodo de extracdo foi obtida através da
avaliacdo de alguns parametros analiticos [64,65,66]. A resposta avaliada foi o teor
de compostos fendlicos totais através do método espectrofotométrico [67], com uma
curva analitica tendo como padréo o acido gélico, na faixa de concentragédo de 0-5
ppm (Figura 10) (y = 0,1335x - 0,005, Rz = 0,9994).

Figura 10 - Curva de calibracdo do &cido gélico para determinacdo do Teor de Compostos Fendlicos

Totais para validagédo (TCFT)

Ao,200 - Curva de Acido Galico  =0,1335x-0,005

RZ=0,9004
0,700 - ’

0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 } : ; ; ;

1 2 3 4 5

-0,100 Concentracéo do Acido Galico em ppm

Fonte: Autor

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta face a
pequenas variacoes e foi estimada delineando-se um planejamento fatorial completo
de dois niveis, 22 das variaveis estudadas, razdo massa/solvente e tempo de extracéo
estabelecendo como ponto central a condi¢cao 6tima e variando 10% em torno do valor
O0timo para cada variavel: razdo amostra-solvente (1:63, 1:70, 1:77), tempo de

decoccéo (15,3, 17, 18,7 min) como mostra a tabela 8.
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Tabela 8 - Matriz de planejamento fatorial completa de dois niveis com valores codificados e

reais para andlise da robustez do método de extragao.

Experimento Tempo (min) Proporgdo amostra-solvente
1 -1 (15,3) -1 (1:63)
2 +1 (18,7) -1 (1:63)
3 -1 (15,3) +1 (1:77)
4 +1 (18,7) +1 (1:77)
5 (PC) 0 (17) 0 (1:70)
6 (PC) 0(17) 0 (1:70)
7 (PC) 0(17) 0 (1:70)
PC: Ponto central Fonte: Autor

O gréfico de Pareto (Figura 11) gerado evidenciou que nenhuma das variaveis
foi estatisticamente significativa, indicando que o método de extracdo € robusto a
variacdo de 10% em torno das condicBes O6timas. Nao apresentando nenhuma
influéncia significativa na extracdo dos compostos fendlicos pois, dentro do dominio
estudado, os valores apresentados no grafico de Pareto sinalizam que as variaveis
nao interferem na resposta. Portanto, a reducdo da massa da amostra e do volume

proporcionalmente foi selecionada para otimizacao.

Figura 11 - Grafico de Pareto para avaliagédo da robustez do método de extragao

Grafico de Pareto 2**(2-0)

1by2 08764463

(2)massavolume 0,7175302

(1) Tempo 0,2022568

Efeito padronizado estimado (valor absoluto)

p=0,05

Fonte: Autor
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A precisdo foi estimada pelo desvio padrao relativo para o teor de fendlicos
totais de 7 extratos de manjericdo, obtendo-se 10,5 %, demonstrando que esta dentro
do valor permitido, portanto, sendo o método preciso. A precisdo foi estimada por
experimentos de repetibilidade.

A exatiddo foi estimada em ensaios de recuperacdo para a adicdo de acido
galico como padréo (em trés niveis de concentracdo) e manjericAo como amostra de
referéncia. Para adicdo de 200, 300 e 400 ppm de &cido galico a amostra de
manjericao foram obtidos valores de recuperacédo de 101,3 + 11,8, 98,1 £ 11,6 e 83,3
+ 7,7, respectivamente.

A capacidade de extracdo do método foi avaliada por extracdes
sucessivas. Assim, apos a filtracdo ao final da primeira etapa de extracdo, a massa
da amostra foi coletada e submetida novamente ao processo de extracdo sob as
mesmas condi¢cdes. Do conteudo fendlico total extraido em trés etapas, a primeira
etapa foi responsavel por extrair aproximadamente 48 % dos fendlicos, a segunda 30
% e a terceira 13,5 %. Apesar da segunda extragdo apresentar uma porcentagem
proxima a primeira, no dia a dia, no preparo de chas, esse procedimento, geralmente,
nao é realizado. Portanto, uma Unica etapa de extracao € suficiente para inferir o teor
de fendlicos no preparo de chéas utilizando manjericéo.

5.2. Determinacdes espectrofotométricas: teor de compostos fendlicos totais,

teor de flavonoides totais e atividade antioxidante

Os resultados para as determinacbes do teor compostos fendlicos totais
(TCFT), flavonoides totais (TFT) e atividade antioxidante in vitro estdo dispostos
na tabela 9. Para o extrato de manjericao hidropdnico TCFT variou entre 700 e 2960
mg GAE por 100 g de amostra de manjericao, TFT variou entre 600 e 1480 mg EQE
por 100 g de amostra de manjericao e porcentagem de inibi¢cao variou de 37,2 a 78,7
% para DPPH. Para o extrato de manjericdo tradicional TCFT variou de 1270 e 3170
mg GAE por 100 g de amostra de manjericao, TFT variou entre 730 e 1570 mg EQE
por 100 g de amostra de manjericdo e a porcentagem de inibicdo variou de 56,1 a
92,5 % para DPPH.

Comparando-se os resultados obtidos dos extratos de manjericdo hidroponico
e tradicional, em média, o segundo, apresentou maior teor de fendlicos totais, maior
teor de flavonoides totais e atividade antioxidante. Pode-se observar também que

entre 0s extratos de manjericdo hidropdnico, o que apresentou melhores resultados


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/antioxidant-agent
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foi o do manjericdo coletado na feira de Sdo Joaquim. Ja para os extratos de
manjericao tradicional, os resultados foram maiores para a amostra coletada no
mercado do Rio Vermelho. Entretanto, na atividade antioxidante o do manjericao
coletado no feirante do Cabula apresentou uma atividade antioxidante relativamente
maior.

Entre os extratos de manjericdo hidropbnico, 0 que apresentou maiores
resultados para TCFT, TFT e DPPH foi o da amostra coletada na feira de S&o
Joaquim.

A comparacao entre vegetais cultivados através de técnicas diferentes tem sido
retratada em pesquisas recentes. Segundo um estudo comparativo entre alface
cultivada hidroponicamente e no solo, sob as mesmas condi¢gdes ambientais, fazendo
uma analise morfolégica, do teor de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante a fim de avaliar o impacto na qualidade funcional.[70] O resultado obtido
nesse estudo mostra que a alface cultivada no solo apresentou o teor de fendlicos
totais 21,15% maior do que o de cultivo hidropénico, o qual esté alinhado com outros
estudos. [71]

Muitos estudos descrevem que vegetais cultivados tradicionalmente
apresentam resultados para teor de compostos fendlicos, flavonoides e capacidade
antioxidante superiores. Apesar disso, existem estudos que os contrapdem, em 2014
pesquisadores investigaram TCFT e TFT para folhas de Jambu (A. oleracea)
cultivadas em sistemas hidropdnico e tradicional, e concluiram que as plantas
cultivadas hidroponicamente apresentaram os maiores valores, contrastando com 0s
resultados observados neste estudo. [71] Essa variacdo pode se dar devido a
diferentes metodologias analiticas, amostras, métodos de cultivo hidropbnico e
regides geograficas de cultivo.

Os metabolitos secundarios das plantas podem ser afetados por diversos
fatores. Dentre estes, pode-se citar: sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento,
temperatura, altitude, estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos etc. Assim, tais
fatores podem justificar as diferencas observadas nos resultados de TCFT, TFT DPPH

das amostras analisadas. [73]
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Tabela 9 - Resultados para Teor de Compostos Fendlicos Totais (TCFT), Teor de Flavonoides
Totais (TFT), e Atividade Antioxidante (DPPH) em manjericéo de cultivo hidropénico e

tradicional

Fenoélicos totais

mg EAG 100 g1 DW + Flavonoides totais DPPH

Amostra DP mg EQE 100 g DW + DP % de inibi¢&o
HB 770,0+1,3 600,0 + 0,7 37,2+0,03
CB 1270,0 £ 3,2 730,0+1,4 56,1+0,1

CPE 2250,0+1,4 1240,0+ 0,6 92,0+£0,0
HPE 1040,0+ 0,5 1040,0+ 0,5 47,9 £ 0,03
CS 2060,0 £1,7 1500,0+ 0,8 92,3+0,0
HS 2960,0 £ 6,1 1480,0+ 1,3 78,7+0,2
cC 2560,0£2,8 1530,0+ 1,5 92,5+0,0
CR 3170,0+ 2,6 15700+ 1,4 92,3+0,0

Média da concentragdo * desvio padrdo; DW (massa seca); EAG: Equivalente de acido galico; EQE: equivalente
em quercetina

Fonte: Autor

Em pesquisa sobre quimiotipagem de manjericdo, realizada nos EUA, os
resultados mostraram que para o cultivar de manjericao “Dolly” que se obteve o maior
valor para o teor de composto fendélico total foi de 499 mg EQE 100 g [19] ao
comparar com os resultados obtidos no presente estudo, o valor esta abaixo do menor
valor obtido para o manjericdo hidropdnico 770,0 + 1,3 mg EQE 100 g de amostra. A
variacdo dos resultados apresentados no estudo e neste trabalho pode ser justificado
pela diversidade existente de cultivares de manjericdo, além de todos os fatores que
influenciam na presenca dos metabdlitos secundarios nas plantas.

A presenca de metabolitos secundérios desperta interesse, principalmente,

devido a capacidade antioxidante dessas substancias. Pesquisas voltadas para a
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qguantificacdo de compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante tém sido
desenvolvidas em diversos vegetais, como alface, Camellia sinensis [72, 74]. Além
desses vegetais, 0 manjericdo tem sido estudado por diversos pesquisadores. Os
resultados referentes a alguns estudos, os quais fizeram andlises baseados nos

meétodos mais difundidos estao dispostos na tabela 10.
Tabela 10 - Resultados sobre a concentracdo de TCFT e TFT e a atividade antioxidante (DPPH)

em Manjericdo de em varios artigos recentes.

Fenodlicos Flavonoides

totais totais Capacidade
antioxidante
mg EAG 100 mg EQE 100 Local da .
Referéncia
Amostra glDW+D glDW+D pesquisa
Ocimum 6525 + 2,19 4063 + 2,14 IC s50= Sérvia [12]
basilicum L.
0,22 = 0,01
Mg mLt
Ocimum 5410 £ 3,5 - IC 50=175,4 + Italia [75]
basilicum 14,7 ug mL*
Ocimum 4085 + 0,86 - 51,34 pmol Egito [76]
basilicum Trolox/g
Ocimum 499 + 0,44 - 5,20 £ 0,82 EUA [19]
basilicum mmol 100 g -
IDW TEAC
Ocimum 3170+2,6 1570+1,4 92,3+0,0 % Brasil Este trabalho
basilicum

Fonte: Autor

O manjericao é uma planta amplamente cultivada em diversos locais do mundo.
Na tabela 10, ao comparar-se os resultados obtidos neste trabalho e em outros
estudos divulgados para manjericao referentes aos metabdlitos secundarios, observa-
se que os valores dos dados apresentam diferenca consideravel. Essas substancias
apresentam uma relagcéo entre as plantas e o ambiente no qual ocorre seu cultivo,
pois, com frequéncia, a sintese das mesmas €é afetada pelas condigbes ambientais.
Como mencionado anteriormente, alguns fatores podem influenciar no teor desses

compostos nas plantas, o que pode justificar a diferenca desses valores. Outro fator
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pertinente é a existéncia de mais de 160 espécies de manjericéo relatadas na literatura
e a dificuldade de determinar o tipo de cultivar utilizado nos estudos. Assim, além das
diferencas nas caracteristicas morfolégicas, existe uma distingdo da composi¢ao
quimica também.

Os resultados sobre capacidade antioxidante pelo método de DPPH tém sido
apresentados de diversas formas e a falta de padronizacéo dificulta a comparacéao da

capacidade antioxidante de um mesmo tipo de amostra ou de diferentes tipos.

5.3 HPLC-DAD

A partir das analises feitas no HPLC-DAD foram obtidos cromatogramas que
permitem fazer uma comparacdo qualitativa entre os extratos trabalhados e a
presenca dos analitos.

A sobreposicdo do cromatograma do extrato de uma amostra fortificada pelo
mix dos padrdes dos analitos ao cromatograma do mesmo extrato da amostra (Figura
12) mostra que a intensidade dos picos € aumentada. Assim, permite inferir sobre a
existéncia de alguns analitos presentes no manjericdo de forma confiavel, uma vez

fora da faixa dos padrdes ndo € possivel afirmar qual o comportamento a ser obtido.

Figura 12 - Comparacdo dos cromatogramas (max plot 260-360 nm) do extrato de uma amostra de
manjericao fortificada (rosa) e néo fortificada (preto) destacando os picos dos analitos (1: &cido
galico; 2: &cido protocatecuico; 3: catequina; 4:4cido clorogénico; 5: acido cafeico; 6: acido siringico;
7: vanilina; 8: acido p-cumarico; 9: acido ferdlico; 10: 4cido sinapico; 11: rutina; 12: acido elagico;13:

acido trans-cindmico; 14: naringenina; 15: quercetina; 16: kaempferol; 17: crisina)
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Fonte: Autor
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Ao analisar os cromatogramas comparando os picos da amostra fortificada e
nao fortificada infere-se que ndo ha a presenca dos analitos: acido galico, acido p-
cumarico, naringenina, acido sinapico e kaempferol.

Na Figura 13 e na Figura 14, ha uma comparacao de cromatogramas do extrato
de manijericédo hidroponico coletado na feira de Sdo Joaquim e extrato de manjericao
tradicional coletado no supermercado Bompreco, respectivamente, nos diferentes
comprimentos de onda analisados, destacando-se os picos dos analitos identificados,

alguns dos quais ndo séo visiveis devido a escala do grafico.

Figura 13 - Comparacao dos cromatogramas nos diferentes comprimentos de onda (260-360 nm) do
extrato de uma amostra de manjericdo hidropénico coletado na Feira de Sdo Joaquim, destacando os
picos dos analitos identificados (1: &cido gélico; 2: acido protocatecuico; 3: catequina; 4: acido
cafeico; 5: &cido siringico; 6: acido ferdlico;7: rutina; 8: &cido elégico; 9: &cido trans-cindmico; 10:

quercetina;11: crisina)
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Legenda: Cromatogramas 260 nm (preto), 272 nm (rosa), 280 nm (azul), 310 nm (vermelho), 330 nm (
verde), 360 nm (amarelo)

Fonte: Autor
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Figura 14 - Comparacao dos cromatogramas nos diferentes comprimentos de onda (260-360 nm) do
extrato de uma amostra de manjericdo tradicional coletado no supermercado Bompreco, destacando
os picos dos analitos identificados (1: acido galico; 2: acido protocatecuico; 3: catequina; 4: acido
cafeico; 5: acido siringico; 6: vanilina; 7 acido ferdlico; 8: rutina; 9: &cido elagico;10: 4cido trans-

cindmico; 11: quercetina; 12: crisina)

o

Legenda: Cromatogramas 260 nm (preto), 272 nm (rosa), 280 nm (azul), 310 nm (vermelho), 330 nm (
verde), 360 nm (amarelo)

Fonte: Autor

Observando a sobreposi¢cédo dos cromatogramas dos extratos das amostras de
manjericdo hidropdnico coletado na Feira de Sdo Joaquim e tradicional coletado no
supermercado Bompreco (Figura 15), percebe-se que as amostras apresentaram
perfil cromatogréafico semelhante, entretanto, com intensidade dos picos maior para
alguns analitos do manjericdo da Feira de Sdo Joaquim, como: 4cido protocatecuico
e rutina. O que é justificado pela diferenca entre o tipo de cultivo, logo, foram
desenvolvidos sobre diferentes condicdes ambientais e de estresse.
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Figura 15 - Comparacédo dos cromatogramas (max plot 260-360 nm) do extrato de uma amostra de
manjericdo hidropoénico coletada na feira de Sdo Joaquim (em azul) e tradicional coletada no
supermercado Bompreco (em preto) destacando os picos dos analitos identificados (1: acido galico;
2: acido protocatecuico; 3: catequina; 4: acido cafeico; 5: acido siringico; 6: vanilina; 7 acido ferulico;

8: rutina; 9: acido elagico;10: acido trans-cinamico; 11: quercetina; 12: crisina)
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Fonte: Autor

Na comparagdo entre os cromatogramas dos extratos da amostra de
manjericado hidropdnico, coletado no supermercado Bompreco (em preto), no
supermercado Perini (em rosa) e na feira de Sdo Joaquim (em azul) (Figura 16),
percebe-se que 0s cromatogramas que mais se assemelhando sdo os do manjericao
coletado no Bompreco e na Perini. Apesar de todos terem picos para a maioria dos
analitos semelhantes, observa-se que apenas o0 cromatograma referente ao
manjericdo da feira de Sdo Joaquim apresenta picos para acido galico e catequina,
além disso, € a amostra que tem picos mais intensos, principalmente, para o acido
protocatecuico e para a rutina.
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Figura 16 - Comparacédo dos cromatogramas (max plot 260-360 nm) do extrato de uma amostra de
manjericao hidropénico coletada no supermercado Bompreco (em preto), no supermercado Perini
(em rosa) e na feira de S&o Joaquim (em azul) destacando os picos dos analitos identificados (1:

acido gdlico; 2: acido protocatecuico; 3: catequina; 4: acido cafeico; 5: acido siringico; 6: acido

ferdlico;7: rutina; 8: &cido elagico; 9: acido trans-cinamico; 10: quercetina;11: crisina)
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Fonte: Autor

Os resultados do teor dos compostos bioativos das amostras de manjericao
obtidos pela anélise por HPLC-DAD estédo dispostos na tabela 11.
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Amostra ACP AE AG ASG CRN CTQ ATC VN ACPC ACFE ACF ASN RT QCT

HB 0,45+0,0 0,23+0,0 nd 0,16+0,00 2,16+ * 0,24 + nd nd 0,14 + 0,61+ nd 096+01 0,24+
0 2 0,48 0,01 0,01 0,07 0,00

B 01+ 0,37 % 0,11+ 0,12 3,14 + 0,42 0,22 + 0,17 + nd 3,19+ 0,12 + nd 519+ 0,28 £
0,01 0,08 0,02 0,00 0,16 0,14 0,01 0,03 0,68 0,00 1,25 0,01

TP 0,11+ 0,25 % 0,17 £ 7,73 % 3,66 + 1,02 + 0,31+ 0,27 + 0,15+ 4,17 £ 0,14 + nd 27,20 £ 0,42
0,02 0,00 0,00 0,17 0,18 0,01 0,07 0,12 0,00 0,08 0,00 0,35 0,01

HP 1,13+ 0,30 £ nd 0,14 + 3,33+ * 0,36 = nd nd 3,25+ 0,85+ nd 1,26 + 0,27
0,12 0,02 0,00 0,09 0,01 0,14 0,01 0,07 0,02

TS 0,16 = 0,33+ 0,30 £ 14,19 2,97 + 0,84 0,20 £ 0,69 nd 4,74 £ 0,13 + 0,34+ 29,12+ 0,45+
0,02 0,01 0,02 0,07 0,20 0,05 0,00 + 0,05 0,00 0,1 0,54 0,01

0,05

HS 501+ 0,80 + 0,25+ 0,14 + 2,21+ 0,54 + 0,39 + nd nd 3,81+ 0,12 + nd 15,14 + 0,29
0,44 0,03 0,00 0,02 0,35 0,04 0,03 0,01 0,01 0,19 0,00

TC 0,18 + 0,32+ 0,18 + 19,47 + 3,41 + 1,11+ 0,29 + nd nd 4,23 + 0,11 + nd 25,76 + 0,40 +
0,01 0,00 0,17 0,17 0,09 0,02 0,00 ,0,07 0,00 0,57 0,11

TR 0,20 £ 0,33+ 0,22 + 10,93 3,70 + 0,97 £ 0,24 nd nd 4,98 £ 0,13 nd 26,26 0,27
0,01 0,01 0,00 0,27 0,21 0,03 0,00 0,09 0,00 0,25 0,00

ACP: acido protocatecuico; AE: acido elagico; AG: acido gélico; ASG: acido siringico; CRN: crisina; CTQ

: catequina; ATC: acido trans-cindmico; VN: vanilina;

NG: naringenina; ACPC: acido p-cumérico; ACL: acido clorogénico; ACFE: 4cido cafeico; ACF: &cido ferulico; ASN: &cido sindpico; RT: rutina; QCT: quercetina;

KPF: kaempferol; nd: ndo detectado; *:ndo quantificado; H:cultivo hidrop6nico; T: cultivo tradicional; B: supermercado Bompreco; P: supermercado Perini; S:

feira de S&o Joaquim; C: ambulante Cabula; R: mercado do Rio Vermelho.

Fonte: Autor
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Como pode-se verificar na tabela 11, as maiores concentracbes para acidos
fendlicos em manjericdo foram para: &cido siringico e acido cafeico variando de 0,12
+ 0,00 a 19,47 + 0,17 e 0,24 = 0,01 a 4,98 + 0,09, respectivamente. Entre o0s
flavonoides os analitos com maior concentracdo foram: rutina que variou de 0,96 *
0,1a 29,12 + 0,54 e crisina de 2,16 + 0,48 a 3,70 + 0,21. A ordem crescente do teor
dos analitos foi acido p-cumarico < &cido galico < acido sinapico < acido trans-
cindmico < quercetina < vanilina < acido elagico < acido ferulico < catequina < crisina
< acido cafeico < acido protocatecuico < acido siringico < rutina.

Ao comparar-se 0s resultados individuais das amostras, a maioria obteve
resultados relevantes para os analitos que apresentaram maiores concentracoes.
Exceto para a amostra de manjericdo hidropbnico coletado no supermercado
Bompreco.

A comparacdo dos resultados obtidos das amostras cultivadas da forma
tradicional e da forma hidroponica revela que o teor de compostos fendlicos é maior
para manjericao cultivado tradicionalmente, que tiveram resultados préximos. Para a
rutina, o analito que apresentou maior concentracdo, as amostras coletadas no
Bompreco e na Perini sdo as de menor concentracao.

Somando-se os valores médios dos dois analitos de maior concentracdo das
amostras de cultivo tradicional e de cultivo hidropbnico, ao compara-los, obtém-se
que, para a rutina, a concentragcdo é aproximadamente 4 vezes maior do que o
tradicional. J& para o &cido siringico, é aproximadamente 374,6 vezes maior.

O perfil fendlico das amostras, no geral, segue um padrdo. Apresentam teores
relevantes para mesmos analitos. O acido protocatecuico aparece em maior
concentracdo nas amostras de manjericdo hidropénico. A crisina é o analito que
aparece com o teor mais proximo em todas as amostras. A catequina aparece na
maioria das amostras, apesar de uma concentracdo mais baixa em relagao aos outros
analitos. Entretanto, em duas amostras, a coletada no Bompreco e a da Perini, nao foi
possivel fazer a identificacéo devido a coeluicao.

A vanilina foi identificada em algumas amostras, todas de cultivo tradicional,
coletadas no Bompreco, na Perini e na Feira de Sado Joaquim, sendo a do ultimo local
a gque apresentou maior teor desse analito.

A partir dos resultados obtidos para o manjericdo hidropénico e tradicional a

comparacao é qualitativa, uma vez que é dificil compara-los pois esses sistemas sdo
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essencialmente diferentes. O mecanismo de absor¢cdo de agua e nutrientes sao
distintos. Enquanto na hidroponia a agua € absorvida por osmose pelas raizes das
plantas e os nutrientes sdo transportados por agua das raizes para as folhas. O cultivo
tradicional beneficia-se da mineralizacdo de nutrientes do solo e da atividade
microbiana. Assim, o controle desses sistemas para que ambos tenham nutrientes
idénticos é impossivel.

Além disso, fatores que podem influenciar sdo a localizagdo geografica e a
maturidade da planta, tudo pode afetar o teor de compostos bioativos e
consequentemente na qualidade da mesma. Estudos mostram que estressores
podem desencadear alteracdes no metabolismo da planta e alterar concentracdes dos
fitoquimicos. [70]

Além das andlises do teor dos compostos fendlicos e da capacidade
antioxidante, alguns estudos se debrucam sobre o perfil fendlico de vegetais. Uma
pesquisa recente, comparou diferentes cultivares de alface que se desenvolveram sob
condi¢Bes controladas. Analisou-se o teor de alguns acidos fendlicos, dentre eles, o
acido clorogénico que apresentou a segunda maior concentracdo. Esse acido é
amplamente distribuido no reino vegetal, mas, como mostram o0s resultados dessa
pesquisa, para as amostras de manjericao tanto tradicional quanto hidrop6nico nao foi
detectado esse analito.

Ainda em pesquisas sobre a composicdo fendlica de vegetais. Pesquisadores
analisaram diversas partes da planta Jambu, cultivada no sistema hidrop6nico e
tradicional, desenvolvido no Brasil. Relataram em resultados que a planta
desenvolvida no sistema tradicional apresentou valores significativamente maiores do
que do sistema hidroponico, para flavonoides totais e capacidade antioxidante. [77]
Na analise do perfil fendlico, foram encontrados principalmente &cidos fendlicos e
flavondides glicosilados, dentre eles, a rutina, analito de maior concentracdo média
identificado nas amostras de manjericao desta pesquisa. Esse analito j4 havia sido
identificado em outros estudos. [78]

Em estudo sobre a interferéncia dos solventes para extracdo de compostos
fendlicos de vegetais do género Brassicaceae , sendo eles repolho, couve-flor e
brécolis, os autores observaram que, no geral, existe um aumento do rendimento dos
compostos fenadlicos totais e flavonoides totais na seguinte ordem acetona:agua:acido
acetico<etanol<metanol. Entretanto, verificou-se que ha uma variagdo nessa ordem

de acordo com a matriz vegetal do extrato e o solvente utilizado. [79]


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/brassicaceae
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Os pesquisadores ao analisarem o perfil fendlico dessas amostras perceberam
gue dentre os analitos estudados por eles, alguns ndo foram detectados independente
do solvente e do tipo de amostra como a naringenina e kaempferol, esse resultado
esta de acordo ao obtido para as amostras de manjericdo deste estudo. Em relacdo a
outros analitos, como acido clorogénico, acido trans-cinamico, os estudos divergem
nos resultados. Variaveis como diferencas na matriz vegetal e nos métodos utilizados
para extracdo sdo fatores pertinentes que afetam os resultados do perfil fendlico
obtido nas pesquisas. [79]

A presenca de uma diversidade de compostos no manjericio caracteriza-o
como um vegetal fonte de inUmeros beneficios para a saude. Estudos mostram a
atividade funcional de diversas substancias fendlicas. A rutina, analito de maior teor
encontrado nas amostras de manjericdo apresenta atividade anticonvulsivante, efeito
antidepressivo, prevencao de neuroinflamacédo, melhora circulacdo sanguinea. Ja o
acido cafeico, um dos &acidos de maior teor, apresenta efeito antidiabético,
anticancerigeno, prevencdo do envelhecimento precoce, prevencdo de doencas
neurodegenerativas e reducao da inflamagé&o. [80,81]

6. Consideracfes Finais

A avaliacdo entre métodos para extracdo da amostra de manjericdo mostrou
que a extracdo com a agua como solvente era tao eficiente quanto com metanol, o
gue € importante para mitigar os efeitos ambientais da pesquisa.

Os ajustes do método de extracdo foram validados possibilitando a utilizacao
de uma proporcao da relacdo massa:solvente menor corroborando com 0s principios
da Quimica Verde e os custos da analise.

A amostra com maior teor de compostos fendlico e flavonoides (3170,0 £ 2,6
mg EAG 100 gte 1570,0 + 1,4 mg EQE 100 g, respectivamente) foi a adquirida no
mercado do Rio Vermelho, de cultivo tradicional.

O perfil fendlico das amostras de manjericao revelou que, dentre os 17 analitos
propostos no método utilizado, o identificdo, que apresentou maior concentracao foi a
rutina 29,12 + 0,54 mg L 1, referente a amostra manjericdo tradicional, adquirida na
Feira de Sao Joaquim.

O &cido fendlico de maior teor foi o acido siringico (19,47+ 0,17 mg L %)

referente a amostra de manjericao tradicional, adquirida com o ambulante do Cabula.
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O perfil fendlico elucidado do manjericao permite inferir que € uma planta com
diversos beneficios associados aos compostos fenolicos encontrados, como: acéo
anti-inflamatoria, reducdo do risco de doencas cardiacas, prevencdo de doencas
neuroinflamacédo, atividade anticonvulsiva, efeitos antidepressivos, melhorar a
circulacao sanguinea etc.

Os resultados indicam que o manjericdo € uma boa e barata alternativa para
obtencdo de compostos fendlicos antioxidantes naturais, podendo ser empregado na
forma de chéas, temperos e outras, sendo necessario um estudo mais abrangente,
dado ao grande nimero de espécies e as variacdes das amostras de acordo clima,

solo, tipo de plantio etc.
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