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EUCALIPTO

RESUMO: Neste trabalho foram determinados a atividade antioxidante e o
teor de compostos fenolicos totais pelos métodos de DPPH e Folin-Ciocalteu
dos extratos metandlicos e aquosos das folhas de Salvia officinalis L. e de Eu-
calyptus grandis W. Hill ex Maiden. Em todos os extratos foram encontrados
compostos fenolicos, variando de 7,28 a 13,01 mg equivalente de rutina.g’
de peso seco e o poder antioxidante foi determinado pela porcentagem de
inibicio que variou de 54,86% a 88,82%. Os extratos de eucalipto e de sal-
via apresentaram valores mais altos que acido ascorbico e a rutina, todos os
extratos apresentaram forte poder antioxidante e atividade sequestrante de
radical livre.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante; Compostos Fenolicos; Plantas Medici-

nais.

FREE RADICALS’ SEQUESTRATING
ACTIVITIES AND THE DETERMINATION OF
TOTAL PHENOLIC CONTENTS OF SAGE AND
EUCALYPTUS

ABSTRACT: Antioxidant activity and rates of total phenolic compounds
were determined by DPPH and Folin-Ciocalteu methods of aqueous and
methanol extracts of leaves from Salvia officinalis L. and Eucalyptus grandis
W. Hill ex Maiden. Phenolic compounds were found in all extracts, ranging
between 7.28 and 13.008 mg rutin equivalent g' of dry weight. Antioxidant
capacity was determined by inhibition percentage ranging between 54.86%
and 88.82%. Eucalyptus and salvia extracts had higher rates than ascorbic
acid and rutin. In fact, all extracts had strong antioxidant capacity and high
free radical sequestrating activity.

KEYWORDS: Antioxidant; Phenolic Compounds; Medicinal Plants.
INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os estudos epidemioldgicos e experimentais tém re-
velado a importincia do consumo de dietas ricas em vegetais e frutas na
prevencio de doencas cronicas e degenerativas tais como mal de Parkinson,
doenca de Alzheimer (GETOFF, 2007), doencas cardiovasculares, artrites,
inflamagées cronicas, diminuigéo no sistema imune, carcinogéneses (LIN;
TANG, 2007; PANDE; AKOH, 2009), cirrose, aterosclerose, fibrose e ainda
no envelhecimento (VAYALIL, 2002). Estas funcdes fisioldgicas de vegetais e
frutas sdo parcialmente atribuidas devido a abundancia de compostos fenoli-
cos (YESILYURT et al., 2008).

Estes compostos sio produtos do metabolismo secundario e sio impor-
tantes para o crescimento normal, desenvolvimento e mecanismo de defesa
das plantas. Sao capazes de modular a atividade de muitas enzimas, sugerin-
do, deste modo, o envolvimento nos processos bioquimicos e fisiologicos nio
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somente nas plantas como também em animais e humanos
(RUSAK et al., 2008).

Além disso, também possui funcio antioxidante. Estes
sdo compostos que inibem ou retardam a oxidacao de outras
moléculas por inibir a iniciacio ou propagacio das reacdes de
cadeia de oxidacio.

Os antioxidantes naturais podem ser compostos fenolicos
(tocoferois, flavondides a dcidos fenolicos), compostos com
nitrogénio (alcaloides, derivados da clorofila, aminoacidos e
aminas) ou carotendides como acido ascorbico (LARSON,
1988; VELIOGLU et al., 1998). Os primeiros possuem um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais (MALACRIDA; MOTTA,
2005).

Substincias com esta caracteristica podem proteger as cé-
lulas contra os efeitos danosos causados por espécies reativas
de oxigénio, tais como oxigénio singlete, superoxido e radi-
cais peroxila, hidroxila e espécie reativa de nitrogénio como
peroxinitrito, os chamados radicais livres (ORHAN et al.,
2009). O desequilibrio entre a formacio e a remocio destas
substancias no organismo, decorrente da diminuicao dos an-
tioxidantes endogenos devido 2 menor formacao ou a0 maior
consumo, ou do aumento da geracio de radicais livres, gera
um estado pré-oxidante denominado estresse oxidativo que
favorece a ocorréncia de lesoes oxidativas em macromoléculas
e estruturas celulares (TIRAPEGUI, 2006).

Para controlar a instabilidade oxidativa, as industrias uti-
lizam, para os produtos lipidicos, a aplicacio de compostos
antioxidantes com diferentes mecanismos de acdo, incluin-
do sequestradores de radicais livres, metais quelantes e ina-
tivacio de fotossensibilizadores (KRISTINOVA et al., 2009).
Convencionalmente sio utilizados antioxidantes sintéticos,
tais como BHT (terc-butil hixoxitolueno), BHA (butil hidroxi
anisol), galato de propila (PG) e TBHQ (Terc-butil hidroqui-
nona) (TEPE ET al., 2007) e os compostos naturais tais como
acido ascérbico, citrico e acido tartdrico; também sio utiliza-
dos antioxidantes naturais encontrados em alecrim e extrato
com tocoferol (SUBHASREE et al., 2009).

Os estudos prévios tém demonstrado que antioxidantes
sintéticos como BHA e BHT sdo cumulativas no organismo
e podem resultar em danos ao figado, ter acio carcinogénica
(SCHERER; GODOY, 2009) e atividade mutagénica NAMI-
KI, 1990). E, por esses e outros fatores estd ocorrendo uma
tendéncia entre os consumidores de procurar alimentos sem
aditivos sintéticos, isto ¢, alimentos naturais.

Uma planta que possui potente atividade antioxidante,
devido aos dcidos carnésico e ursolico é Salvia. Este ¢ um dos
géneros mais difundidos da Familia Lamiaceae, que inclui
cerca de 1000 espécies. Citado nas farmacopéias de diversos
paises do mundo com diversas utilizacdes, principalmente o
uso do oleo essencial em perfumarias (KOSAR; GOGER;
BASER, 2008).

Dentre as varias espécies, S. officinalis L. é conhecida po-
pularmente como sdlvia e é originaria do mediterraneo e acli-
matada principalmente na regiio Sul do Brasil. Possui como
constituintes quimicos principais: 6leo essencial com cineol,
canfora, borneol, tuiona e outros terpenos. Contém ainda

dcido ursélico e taninos (MARTINS, 2003). Entre suas pro-

priedades terapéuticas, destacam-se: antituberculdsica, antivi-
rotica, citotoxica, cardiovascular, protetor do figado (ZHOU;
ZUQO; CHOW, 2005), antibacteriano, emenagoga, cicatrizan-
te, antiespasmodica, antisséptica, hipoglicemiante, diurética,
anti-reumatica, antiinflamatoria, adstringente e antioxidante
(POVH; ONO, 2008).

Outras plantas que também tém demonstrado potencial
antioxidante sio as do género Eucalyptus. Sio largamente
empregados no florestamento e reflorestamento na regido
sul do Brasil MARTINS; MARTINS; PINHO, 2006). Mui-
tas espécies tém na composicio das folhas como principal
componente o 6leo essencial com 1,8-cineol ou eucaliptol,
que ¢é anticatarral, acompanhado de varios monoterpenos,
sesquiterpenos, dlcoois, cetonas, aldeidos e ésteres; também
ja foram isolados taninos, dcido galico, 4cido glicédlico e acido
glicérico, glicosidios flavonicos, quercetina, campferol e cera
com composto dicetdnico com forte atividade antioxidante
(SOUSA et al., 2004).

Os extratos de folhas de Eucalyptus grandis W. Hill ex Mai-
den t&m sido utilizados como aditivos alimentares e também
sdo usados em formulacdes cosméticas. Nos ultimos tempos,
a atenc¢do tém sido focada na propriedades funcionais desses
extratos. As pesquisas tém demonstrado que os extratos ex-
ibem vdrios efeitos biologicos, tais como antibacterianos, an-
tihiperglicémicas e atividades antioxidantes (TAKAHASHI;
KOKUBO; SAKAINO, 2004). Os ensaios de avaliacio de
sua atividade farmacoldgica demonstraram que tanto o 6leo
essencial como o extrato aquoso das folhas sdo ativos contra
Staphilococcus aureus e o componente macrocarpal (MATOS,
2002).

Devido a escassez de informacdes sobre as propriedades
das duas espécies, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ca-
pacidade antioxidante usando o radical livre DPPH para sua
determinacio e os teores médios de compostos fenélicos pre-
sentes nas folhas de S. officinalis e E. grandis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

As folhas de S. officinalis foram coletadas no Horto Medi-
cinal da UNIPAR- Cascavel (PR) e as de E. grandis, no muni-
cipio de Céu Azul (PR), estando ambas depositadas no Her-
bario da UNIPAR sob registro HEUP-2283 ¢ HEUP-2307,
respectivamente.

As folhas foram secas inicialmente a temperatura ambien-
te em local sombreado e, por fim na estufa a 45°C por 48
horas. Antes de submeter a extracio, as folhas foram tritu-
radas em processador doméstico (Walitad) e posteriormente
armazenadas em recipientes de vidro de cor ambar.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Foram pesados 20g de cada material seco em po, que
foram extraidos com metanol a 50%, usando aparelho
de Soxhlet a 80°C por 3 horas para obtencio do extrato
metanolico. Depois disso, foram filtrados e evaporados para
secagem em Banho Maria a 40°C. Do mesmo modo foi obti-
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do o extrato aquoso, substitundo o dlcool por agua destilada.
Os residuos foram dissolvidos em volume apropriado para
ficar com concentracio de 20 mg.mL!. Foram realizadas as
diluicdes para obter solucoes de 2 mg.mL'mg e 1 mg.mL™.

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fenolicos totais foram quantificados atra-
vés do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau,
utilizando o método relatado por Singleton e Rossi (1965)
modificado. A 500 mL de cada amostra adicionou-se 2 mL
do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1/10, que foram agi-
tados e deixados em repouso por 10 minutos. Posteriormente
foi acrescentado 2 mL de Na,CO, 4% (p/p) e a mistura foi
armazenada ao abrigo da luz por 2 horas e a absorbancia foi
medida a 740 nm. A quantidade total de fendis de cada extra-
to foi obtida por meio de uma curva padrio preparada com
rutina (10 a 250 mM) e expresso como mg de rutina equiva-
lente por g de peso seco (mg ER.g").

Todas as analises foram realizadas em triplicata. O deline-
amento estatistico utilizado foi fatorial de 3x3 e os resultados
obtidos analisados usando o programa estatistico SISVAR e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.4 ATIVIDADE DE CAPTURA DO RADICAL 2,2-DIFE-
NIL-1-PICRILIDRAZILA (DPPH")

A dosagem de atividade antioxidante foi realizada pelo
método fotocolorimetro in vitro do radical livre estavel
DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila), obtido da SIGMA.

Este método se baseia no monitoramento do consumo
do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do
decréscimo da absorbancia de solucdes de diferentes concen-
tracoes. Estas medidas foram feitas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda 515 nm, tendo como controle positivo
vitamina C e rutina.

Uma aliquota de 100 mL de cada amostra foi misturada
com 3,9 mL de DPPH 60mM em metanol 50%. Foi realizada
a leitura no tempo zero, 15, 30, 45 e 60 minutos, apds incu-
bacdo no escuro a temperatura ambiente.

Para avaliar a atividade de captura do radical DPPH foi
obtida a porcentagem de inibicio (I%) conforme a equacio
de Inibicio:

1% =__Absorbancia do controle — absorbincia da amostra
absorbancia do controle X100

A Absorbancia do controle contém todos os reagentes
exceto a amostra e Absorbancia da amostra contém todos os
reagentes e a amostra. Os valores sio apresentados como a
média de determinacdes em triplicata. Os resultados obtidos

foram analisados usando ANOVA/Tukey (p<0,05).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A quantidade foi determinada a partir da equacio de

regressio da curva de calibracio (Y= 0,0025x +0,1501, R?
=0,9681) e expresso em equivalente de rutina (mg ER/g de

peso seco). Nio foi possivel realizar a quantificacio dos com-
postos fenolicos totais do extrato de eucalipto metandlico,
devido as dificuldades experimentais (Tabela 1).

Tabela 1 Compostos fendlicos totais (mg.mL"), medida pelo méto-
do de Folin-Ciocalteu em extratos metanoélicos e aquoso fenélicos
dos extratos de sélvia e metanolico de eucalipto

Concentragdo Sélvia aquoso Sélvia metanolico  Eucalipto metanélico
do extrato FT (em RE) FT (em RE) FT (em RE)

20 mg.mL" 10,120,165 9,11+0,52% 13,01+0,04*4

2,0 mg.mL! 7,34+0,26" 7,87£0,18™ 8,76+0,80"

1,0 mg.mL"! 7,28+0,53% 7,24+0,39" 8,06+2,49"

Médias seguidas de letras minusculas iguais nas colunas ou letras maitscu-

las iguais nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Os fendlicos totais foram encontrados em todos os ex-
tratos de salvia e de eucalipto e em todas as concentragdes
analisadas, variando de 7,28 a 13,01 mg ER.g"! de peso seco.

Nos extratos mais concentrados foram encontrados
maiores valores de fendlicos totais, o que pode contribuir
para atividade antioxidante mais potente. O extrato meta-
nolico de eucalipto a 20 mg.mL! mostrou ter estatisticamen-
te o teor mais alto com 13,01 mg ER.g! de peso seco quando
comparado com os extratos metandlico (9,11 mg ER.g!) e
aquoso de salvia (10,12 mg ER.g!) nas mesmas concentra-
¢des. Nio houve diferenga significativa entre as concentra-
¢oes de 2,0 mg.mL"! e 1,0 mg.mL"! nos extratos metandlico
e aquoso de sdlvia, bem como no extrato metandlico de eu-
calipto.

Os valores de compostos fendlicos para Salvia officina-
lis relatados por diversos pesquisadores variaram bastante.
Pode ser devido aos fatores internos como diferencas genéti-
cas, nutrientes ou hormdnios; ou mesmo fatores ambientais
como a luz, temperatura e umidade, j4 que os compostos
fenolicos tém numerosas funcdes defensivas para as plantas.
De acordo com Wojdylo, Oszmianski e Czemerys (2007) que
analisaram 32 vegetais e encontraram para Salvia officinalis,
8,25 mg de equivalente 4cido galico (GAE)/100g de peso
seco de fendlicos totais. Valor andlogo ao encontrado neste
trabalho, mas expresso de modo diferente. Valores meno-
res foram encontrados por Miliauskas, Venskutonis e Beek
(2004) que analisaram 12 plantas medicinais e encontraram
para Salvia officinalis 22,6 mg em GAE/g de planta de com-
postos fendlicos. Asolini et al (2006) detectaram a presenga
de 43,0 mg EAG/g de folhas secas no extrato aquoso de sél-
via e de 25,0 mg EAG/g de folhas secas no extrato etandlico.

Segundo Tepe e colaboradores (2006) as plantas da fami-
lia Lamiaceae sao muito ricas em composto fendlicos, e estes
tém demonstrado ter atividade antioxidante e igualmente
nas seis espécies de Sdlvia (S. caespitosa, S. hypargeia, S. eu-
phratica, S. sclarea, S. candidissima, e S. aethiopis) analisadas.
Mencionam ainda que os compostos fendlicos em maiores
quantidades identificados dos extratos de sélvia sdo: 4cido
rosmarfnico, acido carnésico, dcido salviandlico e seus de-
rivados carnosol, rosmanol, epirosmanol, rosmadial e metil
carnosato. Entre as espécies do género Sdlvia foi verificado
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que Salvia plebeia, planta medicinal na China e India tem for-
te poder antioxidante e estudos fitoquimicos demonstraram
a presenca de flavonas, lignanas e diterpendides (WENG;
WANG, 2000).

Viérios compostos fendlicos especificos em espécies dife-
rentes sio descritos na literatura. Mas, conforme Orhan e
colaboradores (2007) os compostos fenélicos com atividade
antioxidante das espécies de Salvia sdo atribuidas a acidos
carndsico e acido rosmarinico. Nos estudos de Lu e Foo
(2001), os polifendis da sélvia incluem glicosidios flavonicos
e alguns derivados de 4cido rosmarinico, sendo que na S.
officinalis verificaram atividade antioxidante potente contra
DPPH e radicais superdxidos.

Ha poucos trabalhos sobre compostos fendlicos e ativi-
dade antioxidante de E. grandis. Yoo e colaboradores (2008)
compararam vérias ervas comerciais comuns e encontraram
no Eucalyptus globulus Labill, 621,6+0,9 mg GAE/100g de
fendlicos totais. Valores estes inferiores aos encontrados pe-
los mesmos autores nos extratos de Chamaemelum nobilis L.,
Rosa rubiginosa L., Crataegus pinnatifida Bunge, Aloysia tri-
phylla (L"Hér.) Britton, Camellia sinensis L., Rosmarinus offi-
cinalis L., Taraxacum officinalis Webber, Foeniculum vulgare
Mill., Thymus vulgaris L., Cymbopogon citratus (DC) Stapf.,
Aspalathus imearis R., Lavandula angustifolia Mill. e Mentha
piperita L. e valor maior apenas de Citrus bergamia (Russo)
Wight & Arn.

DPPH é um composto de radical livre que tem sido
usado amplamente para determinar a habilidade de vérias
amostras para sequestrd-lo. Os resultados mostraram que
a absorbancia decresce como resultado da alteracio da cor
plrpura para amarelo, como o radical foi sequestrado por
antioxidantes através da doagio de hidrogénio, ocorreu a
formagdo do DPPH reduzido, DPPH-H (RUFINO et al.,
2009).

Os resultados da avaliacio quantitativa da atividade an-
tioxidante (% de inibigdo do DPPH) do extrato metandlico
de eucalipto, de salvia e dos controles positivos, 4cido as-
cérbico e rutina nas concentragdes de 10,0, 5,0, 2,5 e 1,25
mg.mL"! estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Atividade antioxidante % de inibicio*

Acido
Concentragio Eucalipto Salvia Rutina
ascorbico
10,0 mg/mL 81,89+2,40™ 78,80+1,41%" 70,55+6,69< 56,56+4,84"°
5,0 mg/mL 86,22+4,6" 88,28+1,24* 75,07+4,42" 58,53+1,84
2,5 mg/mL 88,82+0,47* 87,21+0,40 75,23+4,37"  66,18+0,55°
1,25 mg/mL 86,40£1,55**  54,86+1,24°>  78,53+2,97% 63,23+2,14°¢

*Valores representam a média desvio padrio (n=3).
Meédias seguidas de letras minusculas iguais nas colunas ou letras maidscu-
las nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com a tabela acima, a maioria dos extratos de
eucalipto e de salvia apresentaram valores maiores que 4ci-
do ascérbico e rutina. Os extratos de eucalipto variaram de
81,89 a 88,82%, nio apresentando diferengas significativas a
5% nas concentracdes de 5,0, 2,5 e 1,25 mg.mL! e apresen-
tando menor valor na concentragio de 10,0 mg/mL. A por-
centagem de inibigio da salvia variou de 54,86% a 88,28%,
apresentando menor valor (54,86%) na concentragio de

1,25 mg.mL"! e maior valor (88,28%) na concentracio de
5,0 mg.mL"!. Os controles positivos, dcido ascorbico exibiu
valores que variaram de 70,55 a 78,53% e rutina de 56,56%
a 66,18%.

Nas concentracoes de 10,0 mg.mL"! e de 2,5 mg.mL", em
ordem decrescente os resultados foram: eucalipto > sélvia
> 4cido ascorbico > rutina.

Asolini e colaboradores (2006) utilizando o método de
descoloragio do b-caroteno, encontraram porcentagem de
inibicdo da salvia de 95%, tanto para extrato aquoso como
para extrato etandlico. Kosar, Goger e Baser (2008) realiza-
ram estudos com Salvia virgata e conclufram que o extrato
metandlico a 50%, o mesmo utilizado neste trabalho, foi o
mais ativo sequestrador de radical livre de todos os extratos.
Contudo nenhuma das fracoes foram ativas como os con-
troles positivos, 4cido ascorbico, BHT e 4cido gélico. Zeng
e Wang (2001) analisaram 27 ervas culindrias e 12 ervas
medicinais e encontraram na Salvia officinalis 13,28+0,40
mmol de equivalente de trolox de peso fresco pelo méto-
do ORAC (Oxygen radical absorbance capacity). Wojdylo,
Oszmianski e Czemerys (2007) encontraram para Salvia offi-
cinalis DPPH 41,2 mM trolox/100g peso seco. Tepe e cola-
boradores (2006) encontraram em seis espécies diferentes de
salvia valores de concentragio inibitéria (IC50) entre 20,7
a 49,7 % de capacidade de sequestrar radical livre (DPPH),
valores muito mais altos que os padroes de BHT 19,8% e de
acido rosmarfnico 2,90%.

Conforme Kosar, Goger e Baser (2008) silvia é bem co-
nhecida como uma fonte natural de antioxidantes e é muito
utilizada para essa finalidade. Pizzale e colaboradores (2002)
mencionam que os derivados do 4cido cafeico (4cido cafeico
e 4cido rosmarinico) e diterpenos fendlicos (dcido carndsico
e caronosol) sdo os principais responsdveis por esta ativida-
de e sdo considerados como forte sequestrantes de radicais.
Os maiores compostos fendlicos identificados dos extratos
de salvia sdo: 4dcido rosmarinico, 4cido carndsico, acido sal-
viandlico e seus derivados carnosol, rosmanol, epirosmanol,
rosmadial e metil carnosato (LU; FOO, 2001).

Plantas da familia Lamiaceae, como a apresentada neste
estudo, sio muito ricas em compostos fendlicos, e estes tém
demonstrado atividade antioxidante. Segundo Weng e Wang
(2000) devem existir compostos fendlicos que possuem forte
propriedade antioxidante e outros com fraca atividade, por
isso espécies diferentes de sdlvia possuem atividade antioxi-
dante diferentes.

Yoo e colaboradores (2008) estudaram 17 ervas comer-
ciais comuns e encontraram no Eucalyptus globulus Labill,
DPPH (%) de 60,1%0,2 mg equivalentes de vitamina C por
100 g de planta fresca. Takahashi, Kokubo e Sakaino (2004)
mencionaram a atividade antioxidante do género Eucalyp-
tus. Existem poucos estudos sobre a atividade antioxidante e
os compostos fendlicos do género Eucalyptus.

De acordo com Melo e colaboradores (2006), os valores
com porcentagem de inibicdo superior a 70% sdo conside-
rados de elevada acdo antioxidante, valores de 60 a 70% de
inibigio é considerada como moderada atividade, enquanto
que valores inferiores sfo considerados de baixa atividade
antioxidante. Levando em consideracio esses dados, os ex-
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tratos de salvia e eucalipto sio considerados de elevada agio
antioxidante.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de folhas de salvia e eucalipto apresentam alto
teor de compostos fenolicos e estes apresentam atividade an-
tioxidante, isto é, mostraram grande poder em capturarem
radicais livres.

Os testes para verificar as propriedades antioxidantes nas
plantas sio importantes para descobrir novas e promissoras
fontes de antioxidantes naturais, alimentos funcionais e com
propriedades farmacéuticas.

A aplicacio de antioxidantes naturais tende a aumentar
no futuro, e serd necessirio estudar suas alteracdes e inte-
racOes mais minuciosamente nos compostos existentes nas
plantas, devido a grande variedade de sua estrutura e a pre-
senca de diversos compostos que podem atuar em sinergismo.

E importante também que seja realizado experimentos in
vivo e o fracionamento dos extratos para determinacio das
substincias ativas.
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