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Resumo

Aincorporacgao dos principios da quimica verde nos processos produtivos é imprescindivel
para o desenvolvimento sustentavel. Produzir biocombustiveis e quimicos com alto valor
agregado de forma integrada vai de encontro a crescente demanda da bioeconomia.
Neste sentido, o objetivo do trabalho foi produzir extratos fluido ricos em compostos
bioativos a partir de uma biomassa lignoceluldsica selecionada com base sua atividade
bioldgica e perfil quimico, paralelamente a producdo de energia ou biocombustivel.
As matérias-primas utilizadas neste estudo foram: sorgo biomassa (Sorghum bicolor),
casca de soja (Glycine max), casca de algodao (Gossypium hirsutum), casca de semente
de algodao (Gossypium hirsutum), casca de coco verde (Cocos nucifera), palhada de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), capim setdria (Setaria sphacelata) e cana-
-do-reino (Arundo donax). Os extratos hidroalcodlicos dessas matérias-primas foram
caracterizados quanto ao teor de fendis e flavonoides totais e a atividade antioxidante
foi avaliada através dos métodos de sequestro de radical livre (DPPH e ABTS), poder de
reducdo do ferro (FRAP) e pelo sistema de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoleico. Os
resultados obtidos para o teor de fendis totais variaram de 23+1 a 13843 ug EAG/mg
de extrato seco, sendo que o extrato que apresentou maior teor de fendlicos totais
foi o de casca de semente de algoddo. Para o método de DPPH e ABTS os resultados
obtidos para a casca da semente do algod3ao e casca de algodao foram os maiores, mais
préximos ao do extrato de alecrim. Fato que se repetiu na avaliacao pelo método FRAP.
As outras biomassas tiveram atividade antioxidante bastante inferior. Na avaliagdo que
considera a a¢do na protecao de material lipidico, os extratos de casca de algoddo e de
sorgo, tiveram as maiores atividades antioxidante.
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Introducao

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, extratos fluidos sdo preparacdes liquidas
obtidas de drogas vegetais ou animais por extracdao com um liquido apropriado (Brasil,
2010). Extratos vegetais sdao cada vez mais incorporados a formulacdes cosméticas,
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e a adicdo destes ocorre devido as atividades clinicas atribuidas aos mesmos, como
atividade antioxidante, atividade anti-inflamatdria e antienvelhecimento.

Os antioxidantes desempenham um papel importante na inibicao e eliminacao de
radicais livres. Esta propriedade dos extratos pode ser explorada tanto para o efeito in
vivo (protecdo aos seres humanos prevenindo o envelhecimento dos érgaos, o cancer,
a disfuncdo imunoldgica e outras doencas que estdao intimamente relacionadas com o
dano oxidativo em células induzidas por radicais livres (Zhang et al., 2011)) quanto como
na prevencao de deterioracao de formula¢des cosméticas, alimenticias ou de biodiesel.

Existe uma tendéncia de substituicao dos antioxidantes sintéticos como hidroxianisole
butilado (BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT) e a tert-butilhidroquinona (TBHQ)
por antioxidantes naturais, formados principalmente de metabdlitos secundarios de
plantas. Grande parte dos antioxidantes naturais sdo compostos fendlicos, em particular
os flavonoides e os acidos hidroxicinamicos (Balasundran et al., 2006).

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial entre os
compostos fendlicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da capacidade
antioxidante de amostras. Sendo os mais populares o 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
-6-sulfonato) (ABTS), o 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e o ferric reducing antioxidant
power (FRAP). Estes ensaios diferem em relagdo ao mecanismo de acdo, as espécies
alvo, as condicBes reacionais e na forma como os resultados sdo expressos (Oliveira et
al., 2009).

A determina¢do da capacidade sequestrante do radical ABTS* estd baseada na
habilidade dos antioxidantes em capturar este radical, causando decréscimo da
absorbancia. O radical é obtido a partir de um precursor, o acido 2,2’-azino-bis-3-
-etilbenzotiazolina-6-sulfénico, composto croméforo estdvel e solivel em meios
organicos e aquosos (Torres et al., 2017). O DPPH é um radical livre estavel que em
metanol possui uma absorcdo caracteristica a 518 nm de cor roxa. Na presenca de
sequestradores de radicais, que fornecem atomos de hidrogénio ou doam elétron, a
forma reduzida do radical é acompanhada pela perda da cor (Sanchez, 2017). O principio
do método FRAP ¢é baseado na produc¢do do ion Fe?* a partir da redugdo do ion Fe*,
encontrado no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) na presenca de antioxidantes.
Esta propriedade indica que os compostos antioxidantes sdo doadores de elétrons e
podem reduzir os intermediarios oxidados do processo de peroxidacao lipidica, de forma
que possam atuar como antioxidantes primarios e secundarios (Ghahremani-Majd;
Dashti, 2015). Outro teste antioxidante usado neste estudo baseia-se na perda da cor
amarela do B-caroteno devido a sua reacdo com os produtos da oxidacdo do acido
linoleico em uma emuls3o. A avaliagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico determina
a capacidade de uma amostra de proteger um substrato lipidico da oxidacdo (Duarte-
-Almeida et al., 2006).

Produzir biocombustiveis e quimicos com alto valor agregado de forma integrada,
dentro do conceito de biorrefinarias, foi a motivagdo deste trabalho. A producao de
extrato bioativos poderia ser inserida como um processo preliminar antes da producao
do etanol de segunda geragdo ou cogeracao, integrado assim ao processo de producao
de biocombustiveis. As matérias-primas utilizadas neste estudo foram: sorgo biomassa
(Sorghum bicolor), casca de soja (Glycine max), casca de algodado (Gossypium hirsutum),
cascade semente de algodao (Gossypium hirsutum), casca de coco verde (Cocos nucifera),
palhada de cana-de-acgucar (Saccharum officinarum), capim setaria (Setaria sphacelata) e
cana-do-reino (Arundo donax). Estas biomassas foram selecionadas por estarem ligadas
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diretamente a cadeia agroenergética para a producdo de biocombustiveis/energia ou
serem residuos gerados em outras cadeias, mas que possuem potencial para a producao
de energia.

Material e Métodos

Material

O presente trabalho utilizou extratos hidroalcoélicos liofilizados obtidos a partir das
seguintes biomassas: casca de algod3ao e casca de semente de algoddo doados pela
empresa Dual (Campo Novo do Parecis-MT), palhada de cana-de-aglcar da empresa
Jales Machado (Goianésia-GO), casca de coco verde (CEASA de Brasilia-DF) e casca de
soja (Cooperativa Agricola do Rio Preto, localizada em Planaltina-DF); e plantas inteiras:
setdria e arundo coletados em dreas experimentais da Embrapa Agroenergia no Distrito
Federal e sorgo da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas-MG). Um extrato comercial de
alecrim foi usado como referéncia.

Quantificacao de Fendis Totais

A quantificacdo de fendis totais foi realizada através do método de Folin-Ciocalteu
com adaptacbes de Waterhouse (2002). Os extratos foram solubilizados em etanol
80:20 (v/v) em diferentes concentragdes. Em tubos de ensaio foi pipetado 100 pL de
cada extrato, em triplicata, adicionados 7mL de 4gua deionizada e 500 pL de reagente
de Folin-Ciocalteu, apds um periodo minimo de 1 minuto e maximo de 8 minutos foi
adicionado 1,5 mL de carbonato de sddio 20%. Os tubos foram deixados ao abrigo da
luz por 2h antes da leitura da absorbancia a 765 nm em espectrofotometro. A curva
de calibragao foi feita com acido gdlico nas concentragées: 10, 100, 200, 300, 400 e
500 pg/mL. Os resultados foram expressos como pg de acido gélico/mg de extrato.

Quantificacao de Flavonoides Totais

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Siatka e Kasparova (2010). Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v)
em diferentes concentragdes. Em tubos de ensaio foi pipetado 1 mL de cada extrato,
em triplicata, adicionados 100 pL de solugdo reativa de cloreto de aluminio 2% (p/v)
e 1,4 mL de acido acético 5% em metanol (v/v). Os tubos foram deixados ao abrigo da
luz por 30 minutos antes da leitura da absorbancia a 425 nm em espectrofotometro.
A curva de calibragao foi feita com quercetina nas concentrag¢des: 1, 10, 20, 30, 40 e
50 pug/mL. Os resultados foram expressos como ug de quercetina/mg de extrato.

Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS**)

O ensaio avalia a capacidade que os extratos possuem de sequestrar o radical ABTS"*
foi realizado conforme descrito por Re et al. (1999) com modificacbes. Os extratos
foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentracdes. A solu¢do do
radical catidbnico ABTS™* foi preparada com 5 mL da solucdo estoque de ABTS (acido
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2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonico)) a 7 mM e 88 pL da solucdo de
persulfato de potassio a 140 mM, mantida ao abrigo de luz por 16 horas, a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, uma aliquota da solucdo foi diluida em metanol até obter
absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm. Em microplaca de 96 pogos, foram pipetados 20 pL
de cada extrato, em triplicata, e adicionados 280 pL de radical ABTS™*. A microplaca foi
deixada por 6 minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a 734 nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em pg de trolox/mg de extrato e,
para isso, foi feita uma curva de calibragcdao com Trolox nas concentragdes: 1, 2,5, 5, 25 e
50 pug/mL.

Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical 2,2
- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

O método foi realizado conforme descrito por Pires et al. (2017) com modificac¢des.
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentragdes.
Em microplaca de 96 pocgos, foram pipetados 22 pL de cada extrato, em sextuplicata, e
adicionados 200 pL de solucdo de DPPH a 0,06 mg/mL. A microplaca foi deixada por 30
minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a 518 nm em espectrofotometro.
Os resultados foram expressos em g de trolox/mg de extrato e, para isso, foi feita uma
curva de calibragdo com Trolox nas concentragdes: 20, 65, 110, 155 e 200 pg/mL.

Atividade antioxidante pelo método de reduc¢ao do ion férrico
(FRAP)

O ensaio foi realizado conforme descrito por Benzie e Strain (1996) com modificag¢des.
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) em diferentes concentragdes.
A solugdo reagente FRAP foi preparada com 50 mL de tampado acetato de sédio 0,3 M
pH 3,6, 5 mLde solugdao TPTZ 10 mM (em HCI 40 mM) e 5 mL de solugao de cloreto férrico
20 mM. Em microtubos de 2 mL, foram pipetados 30 uL de cada extrato, em triplicata,
90 ulL de dgua deionizada e 900 uL de reagente FRAP. Apds agitagdo, trés aliquotas de
200 uL foram transferidas de cada microtubo para microplaca de 96 pogos. A microplaca
foi incubada a 37 °C por 30 minutos ao abrigo de luz antes da leitura da absorbancia a
595 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos em pug de trolox/mg de
extrato e, para isso, foi feita uma curva de calibragao Trolox nas concentragdes: 25, 50,
100, 200 e 400 pg/mL.

Atividade antioxidante pelo sistema de cooxidacao do
B-caroteno/acido linoleico

Esse método foi adaptado do estudo publicado por Duarte-Almeida et al. (2006).
Os extratos foram solubilizados em etanol 80:20 (v/v) a 1 mg/mL. Para o preparo da
mistura reativa, adicionou-se 80 pL de acido linoleico, 1600 uL de Tween 20, 1000 pL
de solucdo de B-caroteno a 2 mg/mL em cloroférmio e 5 mL de cloroférmio. A mistura
foi submetida a completa evaporacdo do cloroférmio em rotaevaporador. Adicionou-se
agua previamente saturada com oxigénio até a mistura apresentar absorbancia entre
0,6 e 0,7 em 470 nm. Em microplaca de 96 pocos foram 10 uL de cada extrato, em
pelo menos quadruplicata, e adicionados de 250 pL de mistura reativa. A microplaca
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foi incubada a 502C por 2 horas ao abrigo de luz, a leitura da absorbancia a 470 nm
em espectrofotometro foi registrada no inicio (tempo inicial) e apds os 120 minutos
de reacdo (tempo final). Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo
da oxidacdo, calculada em relacdo ao decaimento da absorbancia do controle (etanol
80:20), que deve ser menor que 0,2 de absorbancia para ser considerado que houve
100% de oxidagao, apds 120 min de reagao.

Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em no minimo triplicata certificando-se que o
coeficiente de variagdo das replicatas analiticas fosse menor que 5%, além disso, foi
assegurado que o R? da regressdo linear das curvas padrdo tivesse valor préximo a 1.
Os dados foram avaliados pelo emprego software Microsoft Excel (2016), abrangendo
a analise descritiva dos dados pela analise de variancia por ANOVA e comparagao de
médias pelo teste Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

Diversos estudos comprovaram a atividade antioxidante do alecrim na forma natural
e sob a forma de extrato, sendo considerado uma das plantas que apresenta maior
poder antioxidante (Basaga et al., 1997; Almeida-Doria; Regitano-D’Arce, 2000; Ramalho;
Jorge, 2006). Por esse fato, extrato de alecrim comercial foi utilizado como referéncia
em todas as analises realizadas com os extratos estudados no presente trabalho.

Os resultados da quantificacdo de fendis totais estdao apresentados na Figura 1la.
Como era esperado, o extrato de alecrim possui o maior teor de fendis totais, seguido
pelo extrato de casca de semente de algodao, casca de algodao e casca de coco verde
(13843, 10843 e 77+2 pg de acido galico/mg de extrato, respectivamente), enquanto
gue a casca de soja foi o extrato com o menor teor de compostos fendlicos totais
(23+1 pg de acido galico/mg de extrato).
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Figura 1. Teor de (a) fendis totais e (b) flavonoides totais dos extratos hidroalcodlicos estudados. Letras iguais, dentro

de cada método, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A quantificacdo de flavonoides totais (Figura 1b) mostrou que, entre os extratos
estudados, o de setaria teve o maior valor para esse parametro (11,38+0,14 ug de
quercetina/mg de extrato), o teor de flavonoides totais do extrato de sorgo encontrado
estava abaixo do limite de quantificacdo do método usado.

A avaliacdo da atividade antioxidante esta apresentada na Figura 2. Os resultados
obtidos pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP expressam o resultado em equivalentes de
Trolox, que permite a comparacao direta de resultados executados em laboratérios com
diferentes ajustes metodoldgicos.
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Figura 2. Atividade Antioxidante pelos métodos: (a) ABTS, (b) DPPH, (c) FRAP e (d) sistema B-caroteno/écido linoleico.

Letras diferentes, dentro de cada método, apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).

A Figura 2a mostra que pelo método ABTS os extratos de casca de semente de
algodao e casca de algodao foram, apesar de menores, 0s que apresentaram atividade
antioxidante mais préxima ao do alecrim, enquanto os outros extratos avaliados
apresentaram valores bem abaixo desses. Um perfil muito préximo foi obtido com o
método DPPH (Figura 2b), onde o extrato de alecrim apresentou a maior atividade,
seguido por casca de semente de algodao e casca de algodao, respectivamente, e o
extrato de casca de coco verde aparece se destacando levemente dos extratos com
valores mais baixos. Com o método ABTS pode-se medir a atividade de substancias
com natureza hidrofilica e lipofilica, fator limitante no ensaio de DPPH, que apresenta
pouca reprodutibilidade para substancias com natureza hidrofilica (Rufino et al., 2007).
As capacidades antioxidantes obtidas pelo método FRAP (Figura 2c), apesar de seguir
o mesmo perfil daqueles encontrados com os métodos ABTS e DPPH, apresentaram
maiores diferencas entre os extratos estudados e o alecrim. Em comparagao ao
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observado nos outros métodos, pelo sistema B-caroteno/acido linoleico foi possivel
observar a mudanca no perfil da atividade antioxidante (Figura 2d) dos extratos, de
modo que o extrato de casca de algodao apresentou valor mais préximo ao alecrim
seguido pelo sorgo, e os extratos de casca de coco verde e palhada de cana de agucar
tiveram os valores mais baixos. O método de cooxida¢do do B-caroteno/acido linoleico
permite a avaliacdo da atividade de uma amostra ou composto ao proteger um substrato
lipidico da oxidagdo, enquanto que métodos como o de inibicdo de radicais DPPH, por
exemplo, baseiam-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para
um oxidante (Duarte-Almeida et al., 2006), fato que explica a mudanca no perfil das
atividades antioxidantes observadas.

Os polifendis compreendem o maior grupo dentre os compostos bioativos nos
vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica de cada
substancia. Os flavonoides formam uma das classes mais importantes quanto a atividades
bioativas. No entanto, apesar da atividade antioxidante dos extratos avaliados guardar
relacdo com o teor de fendis totais, isto ndo ocorre com o teor de flavonoides. Indicando
gue possivelmente esta ndo é a classe de fendis responsavel pela acdao antioxidante.

Conclusao

Dentre as biomassas estudadas, as que apresentaram melhor atividade antioxidante
foram casca de semente algodao, casca de algod3ao e casca de coco-verde. Os métodos
de avaliacdo antioxidante que se baseiam em captura de radicais livres ou poder redutor
tiveram comportamentos similares, esses resultados estao de acordo com o encontrado
na quantificacdo de fendis totais. No entanto, no teste que avaliou a protecao de material
lipidico contra a oxidacdo, a casca de algoddo é que teve destacada acdo antioxidante.
Apesar de apresentar o maior teor de flavonoides totais, a setdria ndo se sobressaiu em
nenhum dos testes antioxidantes realizados.
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