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Resumo — Espécies dos géneros Hibiscus, Flemingia e Moringa s3o utilizadas na medicina tradicional ao redor

do mundo. Apesar das evidéncias sobre o potencial medicinal destas plantas, s3o escassos os trabalhos

investigando as propriedades antioxidantes de exemplares cultivados no Brasil. Desta forma, o objetivo do

presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e o perfil cromatografico de compostos fenélicos de

extratos hidroalcodlicos de flores de Hibiscus diversifolius e Hibiscus cannabinus, e de folhas de Flemingia

macrophylla e Moringa oleifera, todas cultivadas em Santa Catarina. Os resultados mostraram que, seja por

seu poder antioxidante, pelo perfil cromatografico, ou ambos, as espécies avaliadas possuem caracteristicas

que viabilizam futuros estudos sobre seus constituintes bioativos.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas, para finalidades nutricionais e
medicinais, acompanha a histéria da humanidade. De
acordo com Brusotti et al. (2014), o conhecimento
popular sobre as propriedades farmacolégicas de
plantas ou extratos de plantas pode representar o

ponto de partida para o desenvolvimento de estudos

sobre as moléculas bioativas sintetizadas por
diferentes espécies.
Um importante grupo de substancias naturais

biologicamente ativas é constituido pelos compostos

fendlicos. Pesquisas relatam que a presenca de

compostos fendlicos esta diretamente relacionada com
as atividades antioxidante e antifiingica (MARTINS et
al., 2015), antidepressiva (FERRERES et al., 2013) e
anti-inflamatéria (GARCIA-LAFUENTE et al., 2014)
de diversas matrizes vegetais.

Os compostos antioxidantes sdo fundamentais para a
manutencdo do equilibrio do organismo, pois atuam
no sequestro de radicais livres produzidos em excesso
durante o processo metabdlico e, consequentemente,
na prevencdo de diversas doencas relacionadas ao
é crescente o

estresse oxidativo. Neste sentido,

interesse  pela  investigacdo de  antioxidantes

provenientes de fontes naturais, os quais, ao contrario
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dos antioxidantes sintéticos, n3o apresentam efeitos
nocivos a satde (LI et al., 2014).

Espécies do género Hibiscus, por exemplo, sdo
interessantes fontes de moléculas bioativas, tais como
os compostos fendlicos. Por isso, sdo conhecidas por
possuirem acdo antioxidante, cardioprotetora, anti-
hipertensiva e antiproliferativa. Contudo, apesar de
existirem mais de 220 espécies deste género
distribuidas ao redor do mundo, menos de 15 tiveram
os seus efeitos biolégicos estudados, sendo a maioria
dos trabalhos wvoltados para a espécie Hibiscus

sabdariffa (MAGANHA et al., 2010).

A espécie F. macrophylla (Leguminosae) também ¢é
uma planta com aplicacdes na medicina tradicional.
Conforme Shiao et al. (2005), suas cascas sdo

utilizadas como agente antirreuméatico e anti-

ainda,
Tais

Srimannarayana

inflamatério e, para melhorar a circulacdo

sanguinea. evidéncias levaram Rao e
(1983) e Rao e Srimannarayana
(1984) a isolar uma flavanona e uma isoflavona,
Além

disso, Shiao et al. (2005) isolaram trés flavonoides

respectivamente, das cascas desta espécie.

inéditos das partes aéreas desta planta, além de
outros vinte compostos conhecidos, em sua maioria

isoflavonas.

A espécie M. oleifera, por sua vez, além de possuir
ampla aplicacdo industrial e nutricional, também ¢é de
grande valor medicinal. De acordo com Stohs e
Hartman (2015), todas as partes desta planta, em
especial as suas folhas, sdo conhecidas popularmente
por apresentarem atividades biolégicas, as quais
devem ser decorrentes da presenca de uma grande
variedade de compostos, tais como polifenéis, acidos
fendlicos e flavonoides, além de glucosinolatos e
alcaloides. De fato, a vasta diversidade de moléculas
presentes nas folhas de M. oleifera ja foi comprovada
por autores como Rodriguez-Pérez et al. (2015) e

Nouman et al. (2016).

Apesar das evidéncias sobre o potencial medicinal das

espécies H. diversifolius, H. cannabinus, F.

macrophylla e M. oleifera, sdo escassos os trabalhos

relatando o perfil de compostos fendlicos e a

Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 12, n. 1, p.

Synergismus scyentifica UTFPR

atividade antioxidante de plantas cultivadas no Brasil.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o
teor de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante in  vitro, bem como o perfil
cromatografico utilizando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD), de extratos hidroalcodlicos de flores de
H. diversifolius e H. cannabinus, e de folhas de F.
macrophylla e M. oleifera, coletadas no municipio de

Itajai, Santa Catarina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo do material vegetal

As flores de H. cannabinus e H. diversifolius e as
folhas de F. macrophylla e M. oleifera foram coletadas
no municipio de Itajai (Santa Catarina, Brasil), nas
26°57'16.2"S e
48°45'55.0"W. Em seguida, foram secas em estufa a

coordenadas geograficas:
40-45 °C e moidas em moinho de facas tipo Willye
TE-650.

2.2 Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados a uma concentracio de
80 mg/mL, em triplicata, a partir de 2 g de cada uma
das amostras, acrescidos de 25 mL de solucdo
etanol:dgua (80:20, v/v). A extracdo foi conduzida
em banho-maria a 70 °C por 30 minutos. Os extratos
obtidos foram filtrados e mantidos sob refrigeracdo

até a realizac3o das analises.

2.3 Determinacao do teor de compostos fendlicos
totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado
por meio do método espectrofotométrico de Folin-
Orthofer e

Lamuela-Raventés (1999). Para tanto, os extratos

Ciocalteau, descrito por Singleton,
foram diluidos a concentracdes de 1,6 mg/mL, para
as flores de H. cannabinus e para as folhas de F.
macrophylla e M. oleifera; e de 0,8 mg/mL, para as
flores de H. diversifolius. A curva padrdo foi obtida
com 4acido gélico em concentracdes de 5 a 100 mg/L
e os resultados expressos em mg equivalente de acido
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gélico (EAG)/g de amostra.

2.4 Ensaios utilizados para a determinacao do
potencial antioxidante

2.4.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

A metodologia utilizada para a determinacao da
atividade sequestrante do DPPH = seguiu a proposta
de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Neste
caso, os extratos foram diluidos a concentracGes de
0,4 mg/mL, para as folhas de F. macrophylla e M.
oleifera; e de 0,2 mg/mL, para as flores de H.
cannabinus e H. diversifolius. A curva padrido foi
obtida com Trolox em concentracdes de 15 a 100
pMmol/L e os resultados expressos em mmol Trolox/g

de amostra.

2.4.2 Atividade sequestrante do ABTS"*

O método ABTS para a determinagdo da atividade
antioxidante foi realizado conforme a metodologia de
Re et al. (1999). Para este ensaio, os extratos das
quatro plantas em estudo foram diluidos a uma
concentracdo de 0,4 mg/mL. A curva padrio foi
obtida com Trolox em concentracées de 100 a 1500
pMmol/L e os resultados expressos em mmol Trolox/g
de amostra.

2.4.3 Poder antioxidante de reducao do ferro
(FRAP)

FRAP foi
metodologia proposta por Benzie e Strain (1996).

O ensaio conduzido conforme a

Para tanto, foram preparadas diluicbes a uma
concentracdo de 0,8 mg/mL para todos os extratos.
A curva padrdo foi obtida com Sulfato Ferroso em
concentracdes de 200 a 1500 pmol/L e os resultados

expressos em mmol Fe2+/g de amostra.

2.5 Avaliacdo do perfil cromatografico por CLAE-
DAD

Para a avaliacdo do perfil de antioxidantes fendlicos
nos extratos, os mesmos foram diluidos a 40 mg/mL
utilizando acetonitrila

grau cromatografico. Em

seguida, as diluicdes foram filtradas com filtros de
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membrana PTFE Milipore® 0,45 pm.

A separacdo dos compostos foi conduzida em um
cromatégrafo a liquido Varian 920 LC, utilizando uma
coluna de fase reversa C18 Agilent (250 x 4,6 mm, 5
pm) e um detector de arranjo de diodos. A fase
mével, composta por dgua:icido acético (98:2, v/v)
(solvente A) e acetonitrila:dgua:acido  acético
(40:58:2, v/v) (solvente B), foi mantida a uma vaz&o
de 1 mL/min em modo gradiente, tendo inicio com
5% do solvente B até 20% de B em 2 minutos, 25%
de B em 15 minutos, 85% de B em 25 minutos, 95%
de B em 32 minutos e 5% de B em 36 minutos. A
coluna foi mantida a uma temperatura de 30 °C. O
volume de injecdo foi de 10 pL e o tempo total de

corrida de 45 minutos.

A identificacdo dos compostos nas amostras foi feita
pela comparacdo do espectro de absorcdo na regido
ultravioleta e do tempo de retencdo (TR) com

padrées de seis acidos fendlicos: galico, vanilico,

cafeico, cumarico, ferdlico e salicilico; cinco
flavonoides: catequina, epicatequina, rutina,
miricetina e quercetina; e do estilbeno trans-

resveratrol (Tabela 1).

Tabela 1 — Padrdes utilizados na identificacdo dos compostos fendlicos
presentes nos extratos, seus TRs e comprimentos de onda caracteristicos

Comprimento de onda

Padrio TR (min) de méxima absorcdo
(nm)

Acido gélico 5,52 271
Catequina 11,39 277
Acido vanilico 13,91 260/290
Acido cafeico 14,73 321
Epicatequina 17,63 277
Acido cumérico 22,20 308
Acido ferdlico 24,13 321
Rutina 24,88 353
Acido salicilico 26,17 301
Miricetina 27,57 370
Trans-resveratrol 28,27 308
Quercetina 30,23 370

2.6 Tratamento estatistico

Os dados obtidos nos testes de determinacdo do teor
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de compostos fendlicos e da atividade antioxidante (n
= 6) foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, em um intervalo de confianca de 95%,

utilizando o programa Statistica 8.0.

3. RESULTADQS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do teor de compostos fenélicos
totais e do potencial antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante de matrizes
vegetais por ensaios in vitro é uma pratica bastante
comum em muitos laboratérios de pesquisa, visto a
sua facilidade, rapidez e reprodutibilidade. Em funcao
das diferencas nos mecanismos das reacdes que
ocorrem entre o radical (ou agente oxidante) e os
compostos antioxidantes, os ensaios de determinac3do
da atividade antioxidante in vitro s3o divididos em
categorias: aqueles que envolvem reacbes de
transferéncia de elétrons e aqueles que envolvem
reacoes de transferéncia de atomos de hidrogénio.
Levando em conta esta caracteristica e, além disso, o
fato de que extratos de plantas sdo, normalmente,
complexos, o estudo do potencial antioxidante in vitro
destas amostras deve fazer uso de uma combinacdo
de ensaios, abrangendo mecanismos antioxidantes e
radicais diferentes, além de outros fatores, como a
polaridade dos compostos, uma vez que um (nico
teste n3o seria capaz de refletir precisamente a
capacidade antioxidante total de uma determinada
planta (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; TAN; LIM,
2015). Dos ensaios utilizados neste trabalho, dois sdo
baseados no mecanismo de transferéncia de elétrons
(Folin-Ciocalteau e FRAP) e dois envolvem ambos os
mecanismos, transferéncia de elétrons e de atomos de
hidrogénio (os ensaios ABTS e DPPH) (PRIOR; WU;

SCHAICH, 2005).

Os resultados obtidos por meio do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau mostraram
que houve diferenca significativa entre os teores de
compostos fendlicos totais de todos os extratos
avaliados (Tabela 2). Dentre as quatro plantas em

estudo, as flores de H. diversifolius tiveram destaque,
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apresentando um teor de 68,3 £+ 0,007 mg EAG/g de
Sindi, Marshall
(2014) observaram teores de compostos fendlicos
totais de até 21,67 + 0,93 mg EAG/g para extratos
de flores de H. sabdariffa,
obtidos no trabalho,
potencial das plantas analisadas.

amostra. Previamente, e Morgan

valores inferiores aos

presente evidenciando o

Tabela 2 — Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos
extratos das flores de H. diversifolius e H. cannabinus, e das folhas de F.
macrophylla e M. oleifera

Amostras Ci::ellll?eau FRAP
mg EAG/g mmol Fe?'/g
H. cannabinus ~ 50,9° + 0,005 1,263+ 0,21
H. diversifolius 68,3% + 0,007 1,49% + 0,23
F. macrophylla 43,0° £ 0,003 0,48 + 0,03
M. oleifera 30,39+ 0,002 0,49° + 0,09
ABTS DPPH
Amostras
mmol Trolox/g
H. cannabinus 0,61° + 0,09 0,312+ 0,05
H. diversifolius 0,972+ 0,08 0,382+ 0,08
F. macrophylla 0,61° + 0,04 0,11° + 0,04
M. oleifera 0,60° + 0,06 0,15° + 0,01

Valores expressos como média & desvio padrdo (n = 6). Letras diferentes, na
mesma coluna, indicam diferenca significativa pelo teste Tukey (p =< 0,05).

FRAP e DPPH, os
resultados foram obtidos para os extratos de flores

Para os ensaios melhores
das duas espécies do género Hibiscus (Tabela 2).
Compostos fenélicos formam uma importante classe
de antioxidantes naturais e, por isso, é provavel que a
flores de H.

determinada

maior atividade antioxidante das

cannabinus e H. diversifolius, pelos
métodos FRAP e DPPH, esteja relacionada aos seus

maiores teores de compostos fenélicos totais.

As flores de H. diversifolius também demonstraram o
maior poder antioxidante pelo ensaio de sequestro do
ABTS*" (0,97 + 0,08 mmol Trolox/g de amostra).
Neste ensaio, porém, o potencial antioxidante das
folnas de M. oleifera e F. Macrophylla n3o diferiu
significativamente quando comparado ao das flores de
H. cannabinus (Tabela 2). Tal resultado é indicativo
de que todas as espécies em estudo podem ser
consideradas importantes fontes de compostos com

ac3o antioxidante.
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3.2 Avaliacdo do perfil cromatografico por CLAE-
DAD

Visando aumentar a confiabilidade dos resultados
obtidos na anélise de CLAE-DAD, dois dos recursos
utilizados durante a identificacdo estio sendo
ilustrados: a comparacdo do espectro dos compostos
nas amostras com a biblioteca de padrdes (Figuras 1a
e 1b) e a ampliacdo de um dos sinais cromatogréficos
1c). Utilizando

recursos, cinco compostos puderam ser identificados

correspondentes  (Figura destes
em pelo menos um dos extratos, sendo eles: acido
galico, catequina, acido cafeico, rutina e miricetina

(Figura 2).
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Figura 1 — a) Comparagdo do espectro de absorcio do flavonoide catequina
no extrato de flores de H. cannabinus (vermelho) com os dados da biblioteca
(azul); b) Comparagdo do espectro de absorcdo do flavonoide rutina presente
no extrato de flores de H. diversifolius (vermelho) com os dados da biblioteca
(azul); e c) Ampliagdo do sinal correspondente ao flavonoide rutina no
extrato de flores de H. diversifolius

As flores do género Hibiscus apresentaram perfis
quimicos similares, com diversos compostos eluindo

com os mesmos TRs, inclusive o composto majoritario
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(Figuras 2a e 2b). desta

catequina e acido cafeico foram identificados apenas

Apesar semelhanca,
no extrato das flores de H. cannabinus. Ademais, as
flores das espécies H. diversifolius e H. cannabinus
geraram os cromatogramas nos quais maior
diversidade de padrdes fenédlicos pode ser encontrada
(Figura 2), fato que pode estar relacionado com a
maior atividade antioxidante destas amostras quando
comparadas as demais plantas avaliadas (Tabela 2).
O potencial em compostos bioativos de extratos
hidroalcodlicos das folhas de H. cannabinus foi
previamente relatado por Pascoal et al. (2015), para
exemplares cultivados em

Portugal, os quais

identificaram, principalmente, derivados de

kaempferol, quercetina, miricetina e acido clorogénico.
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Figura 2 — Cromatogramas, obtidos a 280 nm, dos extratos hidroalcodlicos
das flores de a) H. cannabinus e b) H. diversifolius;, e das folhas de c) F.
macrophylla e d) M. oleifera. Onde: 1 - 4cido galico, 2 - catequina, 3 - 4cido
cafeico, 4 - rutina e 5 — miricetina
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As folhas de F. macrophylla, por sua vez, exibiram
perfil cromatografico com poucos sinais, indicando
menor diversidade em compostos bioativos. Apenas o
flavonoide rutina foi identificado neste extrato.
Contudo, o sinal referente ao composto majoritario, o
qual n3o corresponde a nenhum dos padroes
disponiveis, é muito intenso (Figura 2c), podendo ser
este o constituinte responsavel pela atividade
antioxidante mostrada pelas folhas desta espécie. Em
trabalho anterior, Shiao et al. (2005) verificaram
grande diversidade de flavonoides provenientes de um
extrato hidroalcodlico de folhas de F. macrophylla
cultivadas em Taiwan, estudo no qual isolaram vinte e

trés compostos.

O cromatograma do extrato hidroalcodlico de folhas
de M.
presenca de compostos bioativos variados. Entretanto,

oleifera exibe muitos sinais, indicando a
apenas acido galico e rutina puderam ser identificados
(Figura 2d). Estudos anteriores demostraram que o
perfil de compostos fendlicos encontrado em extratos
de folhas de M. oleifera é geralmente bastante
complexo. Dentre os flavonoides j& identificados,
destacam-se os derivados de kaempferol e quercetina,
estando presentes também Aacidos cindmicos em suas
formas esterificadas, como isdmeros dos acidos
cafeoilquinico,  feruloilquinico e cumaroilquinico
(RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015; NOUMAN et al.,

2016).

As diferencas verificadas, comparando-se os resultados

do presente estudo com os trabalhos citados,

possivelmente apresentam relacdo com as variacSes
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Antioxidant potential and profile of phenolic compounds in plants with
medicinal indicative
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Abstract — Species of the genus Hibiscus, Flemingia and Moringa are used in traditional medicine around the
world. Despite evidence on the medicinal potential of these plants, there are few investigations on the
antioxidant properties of specimens grown in Brazil. Therefore, the aim of the present study was to evaluate
the antioxidant activity and the cromatographic profile of phenolic compounds of hidroalcoholic extracts of
Hibiscus diversifolius and Hibiscus cannabinus flowers, and Flemingia macrophylla and Moringa oleifera
leaves, all of them grown in Santa Catarina. Results showed that, either because of antioxidant activity, or by
cromatographic profile, or both, the species have characteristics which enable further studies about their
bioactive constituents.

Keywords: HPLC. Different plant species. In vitro assays. Pharmacological property.
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