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Resumo

A erva-mate (llex paraguariensis), a erva-cidreira (Melissa officinalis) e o capim-lim&o
(Cymbopogon citratus) sdo plantas utilizadas para o preparo de chas que
apresentam beneficios a saude. De tal modo, os objetivos do presente estudo foram
otimizar um extrato aquoso obtido a partir das trés plantas com base na atividade
antioxidante in vitro e compostos fendlicos totais, analisar seu potencial
antimicrobiano e seu perfil fendlico usando técnicas espectrofotométricas e
cromatograficas. Os resultados foram submetidos a metodologia de superficie de
resposta e a funcédo de desejabilidade foi empregada para maximizar a extracdo de
compostos antioxidantes das matrizes herbaceas. A otimizacdo simultanea indicou
que o extrato contendo 70% de erva-mate e 30% de erva-cidreira foi a melhor
solucdo matematica. O extrato otimizado ndo apresentou atividade antimicrobiana
frente a micro-organismos Gram +, Gram -, e levedura. O perfil fendlico do extrato
otimizado mostrou ser composto, principalmente, por acido cafeico, &acido
clorogénico, &cido galico, rutina, acido p-cumarico e quercetina.

Introducéo

Os chés de ervas sdo conhecidos por conter uma variedade de fitoquimicos
ativos com propriedades biolégicas que promovem a saude humana e ajudam a
reduzir o risco de doencas cronicas. Além de apresentarem atividade antioxidante,
estudos demonstram que os polifendis extraidos de varias ervas inibem o
crescimento de um largo espectro de bactérias (CRAIG, 1999).

De acordo com Granato et al. (2014), os estudos tém como objetivo principal
avaliar os efeitos de diferentes solventes empregados na extragdo de compostos
fendlicos. Assim sendo ndo € de conhecimento como a realizagcdo de uma mistura
de diferentes tipos de chas poderiam afetar a funcionalidade e a composi¢édo
quimica da mistura.

Desta forma o objetivo deste trabalho foi otimizar uma mistura de erva-mate
verde (llex paraguariensis), erva-cidreira (Melissa officinalis) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus) em relagcdo a atividade antioxidante in vitro e teor de



compostos fendlicos totais onde foram analisados testes antimicrobianos e a
caracterizacao do perfil de fendlicos no extrato otimizado.

Materiais e Métodos

Amostras: Folhas secas auténticas de capim-limédo (Cymbopogon citratus) e erva-
cidreira (Melissa officinalis), e o p6 da erva-mate verde (llex paraguariensis) foram
obtidas no comércio de Ponta Grossa-PR. Estas foram trituradas usando moinho de
facas (Tec Mill TE-633, Tecnal), sendo passadas em peneiras para a padronizacao
do tamanho de 60 Tyler/mesh.

Planejamento experimental: Um delineamento simplex-centroide com trés
componentes (llex paraguariensis, Melissa officinalis e Cymbopogon citratus)
totalizando 7 (sete) diferentes formulacdes foi utilizado para testar diferentes
misturas binarias e ternarias das ervas. As extrac6es foram realizadas com a adi¢éo
de 3,0 g em 100 mL de agua destilada a 80 £ 2 °C, em um recipiente com
temperatura controlada e agita¢do por um periodo de 10 minutos.

Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais: O teor de compostos fendlicos
totais foi determinado em triplicata por meio do método de azul da Prussia descrito
por Margraf et al. (2015) sendo os resultados obtidos expressos em mg de acido
gélico equivalente por litro (mg AGEI/L).

Determinacdo da atividade antioxidante in vitro: A atividade antioxidante in vitro foi
determinada por meio de quatro diferentes ensaios: poder antioxidante de reducao
do ferro (FRAP) de acordo com o método proposto por Benzie e Strain (1996), a
acdo antioxidante frente ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila - DPPH foi determinada
pelo método proposto por Brand-Williams et al. (1995), a capacidade redutora total
(CRT) foi medida pelo método modificado de Folin-Ciocalteu proposto por Berker et
al. (2013) e a capacidade redutora do reagente Folin-Ciocalteu foi medida pela
metodologia proposta por Margraf et al. (2015). Para todas estas andlises as
absorbancias foram lidas utilizando um leitor de microplacas (Synergy-BIOTEK,
Winooski, VT, EUA).

Metodologia de superficie de resposta (MSR) e otimizacdo estatistica: A MSR foi
utilizada para propor equacbes matematica que explicassem os efeitos de cada
amostra empregada que estdo relacionados com o contetdo fendlico e a atividade
antioxidante dos extratos. A qualidade dos modelos e a adequacéo foram aferidas
pelo coeficiente de regressdo (R?), seu R? ajustado e pela significancia do modelo
(p< 0,20). A mistura otimizada entre os extratos com o contetdo fendlico e atividade
antioxidante maximizada foi determinada por meio da aplicacdo da funcdo de
desejabilidade proposta por Derringer e Suich (1980), com um total de 100 iteracdes.
Este extrato otimizado foi liofilizado para utilizacdo nas andlises referentes a
atividade antimicrobiana e a quantificacdo dos compostos fendlicos. O software
Statistica v.7 (Statsoft, EUA) foi usado para as andlises de MSR e otimizacao.
Atividade antimicrobiana do extrato otimizado: A atividade antimicrobiana do
composto liofilizado foi realizada conforme a metodologia proposta por Cleeland e
Squires (1991) por difusdo em cavidade de placa com concentracdo bacteriana de
10° UFC/mL frente aos microrganismos Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525),
Pseudomonas aeruginosas (IAL 1853), Bacillus cereus (IAL 55), Escherichia coli
(IAL 2064), Salmonella Enterica (S 2887), Staphylococcus aureus (ATCC 13565),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Saccharomyces cerevisiae (NCYC 1006).
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Perfil fendlico qualitativo do extrato otimizado: O perfil fenolico foi determinado de
acordo com Seraglio et al. (2016), com adaptacdes, por meio de um cromatografo
liguido de alta eficiéncia 1290 Infinity acoplado a espectrometria de massas.

Analise estatistica

Os resultados obtidos em todas as andlises foram apresentados como média +
desvio padrdao combinado. Para comparar as variaveis de resposta, utilizou-se a
andlise de variancia (ANOVA) unifatorial seguida do teste de Duncan. As
correlacdes lineares entre as variaveis foram medidas e expressas pelo coeficiente
de correlacao de Pearson. O software Statistica v. 7.0 (Statsoft, EUA) foi utilizado.

Resultados e Discusséo

Verifica-se que os maiores valores obtidos para o conteudo fendlico e a
atividade antioxidante in vitro pertencem aos extratos contendo apenas a erva-mate
e 0S menores valores obtidos ao extrato contendo somente o capim-limao, menos
para a CRT em que a amostra contendo apenas erva-cidreira apresentou menor
valor (Tabela 1). O extrato que apresentou maior atividade antioxidante in vitro foi o
de erva-mate, seguido da erva-cidreira e do capim-limao. As variaveis apresentaram
correlagdes significativas com todos os métodos utilizados. Os compostos fendlicos
totais obtiveram correlacdo significativa (p<0,01) para a capacidade redutora do
reagente Folin-Ciocalteu (r=0,92), FRAP (r=0,90), DPPH- (r=0,97) e CRT (r=0,92).

Tabela 1 — Resultados para o contetdo fendlico e a atividade antioxidante in vitro
individual e das combinac¢des dos extratos de erva-mate (llex paraguariensis), erva-
cidreira (Melissa officinalis) e capim-limao (Cymbopogon citratus).

Capacidade Capacidade Compostos
llex i Cymbo redutora do DPPH- P P.

paraguari %e .ISSﬁl pogon reagente Folin- FRAP (mg redutora fenphcos
ensis 0 NAIS - ciratus Ciocalteu (mg AAE/L) AAE/L) total totais (mg
(mg AGEIL) (mg QE/L) AGE/L)

1,00 0,00 0,00 4342+289°  22103+525% 2809+88%  3420+55° 1701207
0,00 1,00 0,00 1262+68° 5394+387°  1151+36°  1381+37° 622+8¢
0,00 0,00 1,00 458+28' 2237+253%  693+123"  1404+18' 31249

0,50 0,50 0,00 2795+220°  12852+600° 2311+222° 3083%39° 1597+56°

0,50 0,00 0,50 2475+97°  11805+1,000° 2012+27°  2268+88° 1573+83°
0,00 0,50 0,50 767+105 3983+76' 905+37°  1433+22° 531+8°

0,333 0,333 0,333 2059+340° 10213+511%  1903+10°  2701+84° 1273+32°

P-valor
(homoscedasticidade)" 0.18 0,06 043 0,66 011

P-valor (ANOVA)° <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: Valores de probabilidade obtidos pelo Teste de Hartley para homogeneidade das variancias;
®Valores de probabilidade obtidos pela analise de variancia unifatorial. Diferentes letras na mesma
coluna representam resultados diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de comparagédo multipla de
Duncan.

Com os resultados obtidos pela determinagcdo do conteudo fendlico e da
atividade antioxidante in vitro obteve-se 0 MSR, onde para os modelos utilizados
para o teor dos compostos fendlicos totais, capacidade redutora do reagente Folin-
Ciocalteu, CRT, DPPH-. e FRAP, pode-se observar que a combinacdo erva-
mate/erva-cidreira, com a erva-mate em uma concentragdo maior, possibilitaria uma
maior extragdo de compostos fendlicos totais. Apés a obtencdo dos modelos
matematicos realizou-se a otimizacdo utilizando-se dos modelos gerados para a



capacidade redutora do reagente Folin-Ciocalteu, FRAP, CRT e compostos fendlicos
totais. Pelas 100 iteracdes realizadas obteve-se um valor aproximado de 70% de
erva-mate e 30% de erva-cidreira. O extrato otimizado ndo apresentou atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos testados. O extrato otimizado
apresentou acido 2,4-di-hidroxibenzoico, acido 2,5-di-hidroxibenzéico, acido 3,4-di-
hidroxi-benzoico, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido
salicilico, acido sinpico, &cido siringico, apigenina, coniferaldeido, cumarina,
epicatequina, hesperidina, isoquercetrina, kaempferol, luteolina, naringina, acido p-
cumarico, pinocembrim, quercetina, rutina, sinapaldeido e siringaldeido.

Conclusdes

A metodologia de superficie de resposta foi capaz de descrever matematicamente a
o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante de misturas de trés ervas
amplamente consumidas no mundo. A formulacdo que apresentou maior teor de
fendlicos totais e atividade antioxidante continha 70% de erva-mate e 30% de erva-
cidreira.
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