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RESUMO

Os metabolitos secundarios de plantas podem contribuir para minimizar os efeitos
deletérios dos radicais livres em nosso organismo. O objetivo desse trabalho foi avaliar
o efeito do tipo de solvente (4gua e etanol) sobre o perfil fitoquimico, o teor de
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante de extratos de folhas de louro
(Laurus nobilis), comercializado na forma de p6, em Diamantina/MG. Os resultados
obtidos na triagem fitoquimica demonstraram a presenca de esteroides, fendis, taninos,
flavonoides e glicosideos nos diferentes extratos de louro. Os extratos aquoso e
alcodlico apresentaram valores similares de compostos fendlicos totais (0,406 + 0,030
mg/mL e 0,440 + 0,003 mg/mL, respectivamente) e o extrato misto apresentou maior
teor (0,901 + 0,056) entre os extratos. Em relacdo a atividade antioxidante, o maior
percentual de inibi¢do da auto-oxidag¢do do DPPH foi verificado para o extrato alcodlico
(95,3%) quando comparado ao aquoso (80,5%) e ao misto (78,4%). Conclui-se que o
tipo de solvente teve efeitos significativos no teor de fendlicos totais e no potencial
antioxidante de extratos de folha de louro, recomendando-se a identificacdo dos

compostos que poderiam conferir a bioatividade desse condimento alimentar.
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1 INTRODUCAO

Popularmente conhecido como loureiro ou louro, a planta Laurus nobilis
pertence a familia Lauraceae e tem origem nas regioes mediterraneas, desenvolvendo-
se bem em regides temperadas e de clima subtropical [1]. Suas folhas sdo odoriferas e
empregadas como condimento alimentar, como fonte de 6leo essencial na perfumaria,
bem como na medicina popular, contra reumatismo, doencas cardiacas e problemas
intestinais, por exemplo [2,3]. No Brasil, estudos etnobotanicos apontaram que as
pessoas usam o cha das folhas de louro como antidepressivo, antiespasmoédico, para
problemas digestivos, azias e célicas [4,5].

As propriedades medicinais associadas ao louro relacionam-se a presenca de
diferentes metabolitos secundarios presentes nas plantas, os quais sao produzidos como
um mecanismo de defesa dos tecidos vegetais contra predadores, para proteger a planta
de micro-organismos patogénicos e de toxinas perigosas produzidas por outras plantas,
assim como tém funcao de atrair polinizadores, por conferirem cores e aromas atrativos
para insetos [6-9].

Dentre esses compostos, sabe-se que os fendlicos sdao conhecidamente
antioxidantes naturais e que podem proteger os tecidos dos radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio, que sdao compostos produzidos no metabolismo celular, altamente
instaveis e reativos, que possuem nimero de elétrons impar em sua tultima camada
eletronica. Os radicais livres encontram-se envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular, controle da
pressdo arterial, apoptose, participacdo em mecanismos de reacdes inflamatdrias, acdo

como segundo mensageiro e sintese de substancias biolégicas importantes [9—11].
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Quando a producdo das espécies reativas é exacerbada e/ou as defesas do
organismo (antioxidantes endégenos e sistemas enzimaticos) ndo sao suficientes para
minimizar a acdo destes compostos, instala-se o estresse oxidativo, que ja foi
relacionado ao processo de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com
consequéncias diretas em muitos processos patologicos, tais como em doencas
degenerativas, inflamatdrias e inducao do cancer [10-12].

Assim, ha interesse em identificar alimentos que contenham compostos
antioxidantes, e que possam ser comumente consumidos pelos individuos, como parte
habitual de suas dietas, tais como as ervas condimentares. Neste contexto, as industrias
de alimentos tém tentado elaborar produtos que atendam as exigéncias cada vez maiores
dos consumidores, oferecendo bons precos e melhoria de qualidade dos produtos. Além
da qualidade e valor nutritivo dos alimentos, verifica-se que hd uma demanda crescente
de ingredientes que tenham, além de suas propriedades nutricionais, funcoes
fisioldgicas, funcionais e tecnologicas [13].

Isto posto, o objetivo do presente trabalho foi o de realizar a caracterizagao
fitoquimica, a determinacdo de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante de
extratos (aquoso e alcoodlico) do louro (Laurus nobilis), visando sua utilizacdo no

desenvolvimento de novos produtos.

2 METODOLOGIA
2.1. ORIGEM DO MATERIAL

A primeira etapa desta pesquisa consistiu na aquisicdo de louro (Laurus nobilis
L.) da marca comercial disponivel nos dois maiores supermercados varejistas da cidade
de Diamantina, no Vale do Jequitinhonha, no Estado de Minas Gerais. As embalagens
escolhidas foram avaliadas quanto a presenca de avarias e estarem dentro do prazo de
validade estipulado pelos fabricantes. O contetido das embalagens foi processado em

moinho de facas (modelo TE-625, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) e o p6 obtido foi
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armazenado em frasco ambar identificado e mantido em temperatura ambiente até o

momento a preparagdo dos extratos.

2.2. PREPARACAO DOS EXTRATOS

No presente estudo foram preparados trés diferentes extratos de louro: aquoso,
alcéolico e hidroalcoolico, os quais foram submetidos posteriormente a triagem
fitoquimica, determinacdo do teor de compostos fenodlicos totais e da atividade
antioxidante. Todas as analises foram realizadas nos laboratérios de Biofisica e de
Bioquimica, do Departamento de Ciéncias Basicas, da Universidade Federal dos Vales
do Jequitinhonha e Mucuri.

Basicamente, dois gramas de amostra foram colocados em Erlenmeyer, sendo
adicionado agua destilada (100 mL) ou alcool etilico absoluto (100 mL) ou mistura
hidroalcodlica (50% v/v), a temperatura ambiente. As solucdes foram homogeneizadas
em agitador magnético (RH Basic 2, IKA Brasil, Campinas, Sdo Paulo), por uma hora.
Apos este periodo, as amostras foram filtradas em filtros qualitativos (Unifil, cédigo
501.012, Sao Paulo, Brasil) e os extratos armazenados em frascos de vidro ambar sob

refrigeracao (5 °C), até o momento das analises [13,14].

2.3. TRIAGEM FITOQUIMICA
Os extratos aquosos e alcodlicos das folhas de louro foram submetidos a uma
investigacdo dos constituintes quimicos por classe metabdlica, conforme descrito a

seguir.

2.3.1. ACUCARES REDUTORES

Para esta analise, 1,0 mL de cada extrato foi misturado com volumes iguais dos
reagentes de Fehling A (solugdo aquosa de sulfato de cobre) e (solugdo aquosa de
tartarato de sodio e potassio e de hidroxido de sédio). Em seguida, a mistura foi

aquecida no banho-maria (Solab SL154, Piracicaba, Sdo Paulo) a 65 °C, por dois
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minutos. A presenca de coloracdo vermelha no tubo indicou a presenca de agucares

redutores [15,16].

2.3.2. ALCALOIDES

Para o teste de alcaloides [(17], 1,0 mL de cada extrato foi misturado com 10,0
mL de acido sulfurico a 1% (v/v), a solugao foi aquecida em banho-maria (Solab SL.154
1200V) a 60 °C, por dois minutos. Em seguida, 1,0 mL da solucdo foi misturada com 1
mL de reagente de Mayer (1,35 g de cloreto de merctrio, 5 g de cloreto de potassio, 100
ml de agua destilada), sendo o que o aparecimento de precipitado esbranquicado ou

coloracdo marrom indica presenca de alcaloides.

2.3.3. AMIDO
Nesta etapa, 1,0 mL de cada extrato foi misturado com 1,0 mL da solucao de

lugol, sendo que o aparecimento de coloragdo azul indica a presenca de amido [16].

2.3.4. AMINOACIDO
Para o teste da presenca de aminodcidos [16], 2,0 mL de cada extrato foram
misturados com 2 mL de solucdo alcodlica de ninhidrina a 0,2 g%. O surgimento de cor

violeta na solugdo indicou presenca de aminoacidos e/ou de proteinas.

2.3.5. FITOESTEROIDES
Misturou-se 2,0 mL anidrido acético concentrado com 0,5 mL de cada extrato e
2,0 mL de acido sulftirico concentrado. A mudanga de cor de violeta para cor azul

indicou presenca de esteroides [18].
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2.3.6. POLIFENOIS

Para o teste de presenca de fenois [16], 2,0 mL dos extratos foram misturados
com trés gotas de solugdo alcodlica de cloreto férrico a 2,0 g%. Em seguida a mistura
foi agitada e o aparecimento de coloracdo verde escura ou preta indicou a presenca de

fenois.

2.3.7. FLAVONOIDES

Nesta etapa, 2 mL dos extratos foram misturados com 2,0 mL de solucdo de
hidroxido de sodio a 2 g%. Logo em seguida, gotas de acido cloridrico concentrado
foram acrescentadas, observando-se a ocorréncia da variacdo de cor amarelo escuro para

amarelo claro como sendo indicativo da presenga de flavonoides [16].

2.3.8. GLICOSIDEOS CARDIACOS

Para verificar a presenca de glicosideos foi usado o teste de Keller-Killani [18].
Assim, 2,5 mL dos extratos foram misturados com 1,0 mL de acido acético glacial e 2
gotas de solucdo de cloreto férrico a 2 g%. Em seguida, transferiu-se a solu¢do para um
tubo de ensaio contendo 1,0 mL de acido sulfirico concentrado. O escurecimento da

solucdo e o aparecimento de anel violeta indicou a presenca de glicosideos cardiacos.

2.3.9. SAPONINAS

No teste de saponinas [18], uma mistura de 30 mL de agua destilada com 2,0 mL
de cada extrato foi aquecida em banho-maria a 100 °C (Solab SL154, Piracicaba, Sao
Paulo), até entrar em ebulicio. A formacdo de uma camada de espumas indicou a

presenca positiva de saponinas.
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2.3.10. TANINOS
Adicionando-se trés gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico a 2,0 g% a 2,0
mL de cada extrato, sob agitacao, se houver a formagdo de precipitado coloragdo azul-

escuro ou verde indica a presenca de taninos [18].

2.4. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando-se o acido galico como padrdo de
referéncia [19]. Uma curva analitica foi preparada com aliquotas de 50 a 350 pL de
acido gélico (0,0188 mg.mL™) sendo transferidas para baldes volumétricos de 5 mL
contendo 200 pL do reagente de Folin- Ciocalteau, completando-se o volume com
solucao de NaCOs; a 10 g% (p/v). Apo6s 30 minutos, as leituras de absorbancia foram
realizadas em 715 nm, utilizando-se agua destilada como solucdo de referéncia
(branco). Para a determinagdo do teor de fendlicos totais, o mesmo procedimento foi
repetido, substituindo-se a solucdo de acido galico por aliquotas de 25 e 50 pL dos
extratos de louro. Todas as medicdes foram realizadas em triplicata. Para o calculo do
teor de compostos fendlicos totais, expressos como equivalentes de acido gélico,
empregou-se a equagdo de reta (y = 61,676x — 0,0281, R* = 0,9902) obtida apds a

construcao da curva analitica.

2.5. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a andlise da atividade antioxidante dos extratos foi utilizada a metodologia
de reducdo de radicais livres pela transferéncia de elétrons, método do 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) [20]. Aliquotas de 1,5 mL dos extratos foram colocadas em um
tubos contendo 1,5 mL de solugéo alcodlica de DPPH (0,01 pmol.L™"). Apds 45 minutos
de repouso, foi realizada leitura da absorvancia a 571 nm (Espectrofotometro Bel 2000
uv).

www.scientificsociety.net




ISSN: 2595-8402
DOI: 10.5281/zenod0.4290020

Revisia
ociedade

Gientifica

VOLUME 3, NUMERO 8, AGOSTO DE 2020

Para cada tipo de extrato foi usada uma solucao especifica como branco e
controle. No teste do extrato aquoso, o branco era composto de 1,5 mL de élcool e 1,5
mL de dgua destilada, e a solucdo controle de 1,5 mL. de DPPH com 1,5 ml de agua.
Para o extrato alcodlico, o branco era composto de 3 mL de alcool, e a solugdo controle
de 1,5 mL de DPPH e 1,5 mL de alcool. Para extrato misto, o branco era composto de
1,5 ml de alcool e 1,5 ml de agua destilada, e a solugdo controle composta de 1,5 mL de
DPPH, 750 pl de dgua destilada e 750 pl de alcool.

A capacidade antioxidante dos extratos, foi expressa como a porcentagem de
sequestro dos radicais DPPH (%SR), comparando-se a absorvancia dos extratos (AE)

em relacdo a absorvancia dos controles (AC), conforme a equacdo seguinte:

Capacidade antioxidante (% SR) = (AC — AE)/AC x 100

2.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo os resultados expressos
como média + desvio padrdo. Para verificar a presenca de efeitos significativos entre os
diferentes tratamentos, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, sendo os
resultados processados com o software Bioestat [21]. Empregou-se a analise de
variancia para verificar o efeito do tipo de extrato no teor de compostos fendlicos e na
capacidade antioxidante das amostras, sendo as diferencas significativas (p< 0,05) entre

as médias avaliadas pelo teste de Tukey.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. TRIAGEM FITOQUIMICA

Promoveu-se a prospeccao fitoquimica dos extratos de louro (Quadro 1), com o
intuito de se avaliar quais as possiveis classes de compostos das amostras, verificando-
se a presenca de fendis, flavonoides, glicosideos cardiacos e taninos em todos os
extratos, e de fitoesterois nos extratos contendo alcool etilico.

Este tipo de andlise é importante para se conhecer os grupos de metabolitos
secundarios das espécies vegetais, e sua aplicacdo é necessaria tendo em vista o fato de
0s extratos vegetais serem misturas complexas, permitindo-se verificar quais os
constituintes mais abundantes ou mais facilmente caracterizaveis e, neste sentido,
orientar a extracdo e/ou fracionamento de extratos no sentido de se obter os grupos de

moléculas biologicamente ativas de interesse [22-25].

Quadro 1 - Principais compostos detectados na triagem fitoquimica preliminar de extratos de folhas de louro.

Metabalito secundario Extrato aquoso Extrato alcoélico Extrato hidroalcoolico
Aciicares redutores - - -
Alcaloides - - -
Amido - - _
Aminoacidos - - _
Fitoesterois - + +
Polifenois + + +
Flavonoides + + +
Glicosideos cardiacos + + +
Saponinas - - -
Taninos + + +

(-) reagdo negativa; (+) reacdo positiva.
Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.

Os resultados desse estudo sdo similares aos de outros autores [3,26] que
também relataram a presenca destes mesmos grupos de metabolitos secundarios porém
em diferentes amostras de louro. Porém, é importante destacar que os testes realizados
foram de aspecto qualitativo e, neste sentido, podem resultar em falsos negativos caso
0s compostos pesquisados estejam em baixa concentracdo no extrato [27]. Além disso,

outros solventes, como a acetona e o metanol, podem ser usados para a extracao de
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compostos bioativos de plantas, porém, devido a toxicidade da maioria dos solventes,
seu uso seria restrito na area de alimentos [13,28,29].

De forma oposta, em estudo com extrato aquoso de louro [26], foi reportada
apenas a presenca de saponinas, alcaloides e esterdis na amostra, e auséncia de fenois e
flavonoides. Todavia, o uso de metodologias diferentes para a realizacao dos testes
qualitativos, assim como a forma distinta de obtencdo dos extratos, pode justificar as
diferencas observadas nos resultados do trabalho de Soares e colaboradores [26] quando
comparados com os dados obtidos nesta pesquisa.

Alguns constituintes quimicos presentes nos extratos de plantas podem
responder majoritariamente pela atividade bioldgica [22,25], como por exemplo, 0s
compostos fenolicos (flavonoides, glicosideos e taninos) que apresentam reconhecida
capacidade antioxidante e, dessa forma, torna-se importante a quantificacdo dessas

substancias.

3.2. TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
Os resultados referentes ao teor de compostos fendlicos totais dos extratos de

louro estdo apresentados na Tabela 1, verificando-se diferengas significativas entre as

amostras.
Tabela 1 - Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos de Laurus nobilis
Amostra Compostos fenolicos* Atividade antioxidante*
(mg de acido galico/mL de extrato) (% sequestro de radicais livres)

Extrato aquoso 0,406 + 0,030° 80,5 + 5,8°
Extrato alcodlico 0,440 + 0,003° 95,3 +0,3*
Extrato 0,901 + 0,056* 78,4+ 1,5
hidroalcodlico

* Os valores referem-se a média de triplicatas + desvio padrdo. Médias indicadas por letras iguais, na
mesma coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey (p< 0,05). Fonte: Elaborado pelos
autores, 2019.
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Em estudo similar ao presente trabalho [30], embora os resultados tenham sido
expressos de forma distinta (equivalentes de acido galico/grama de amostra), a autora
também verificou a maior extracdo de compostos fendlicos (43,03 mg/g) no extrato
hidroalcéolico, quando comparado aos obtidos pelo uso de 4agua (31,09 mg/g) e de
alcool (14,37 mg/g), dados que sdo corroborados por dados de outro estudo [31], no
qual o teor de compostos fendlicos totais em extrato hidroalcodlico de louro foi de
44,99 mg/g de amostra seca. Todavia, no trabalho de outros pesquisadores [3] ndo
foram observadas diferencas significativas nos teores de fen6is quando compararam-se
infusdes de folhas de louro (1,0, mg/L) com extratos metandlicos (0,90 mg/L).

A extragdo de compostos fenolicos de produtos naturais é fortemente
influenciada pelo solvente usado, ou seja, quanto maior sua polaridade, maior a
quantidade de compostos fenodlicos extraidos. Além do tipo de solvente, os métodos
empregados para a extracao dos componentes antioxidantes, assim como do tipo de
planta e da parte utilizada na pesquisa, sdo alguns dos fatores que podem justificar as
diferencas entre os diferentes relatos cientificos

Com relacdo a atividade antioxidante (Tabela 1), verificou-se que o melhor
resultado foi encontrado para o extrato alcoolico (95,3%), dados que sdo similares ao
reportado em outra pesquisa [30], na qual também foi detectado um maior percentual de
inibicdo da oxidacdo do DPPH em extrato alcodlico (82,6%) quando comparado ao
aquoso (51,2%) e ao misto (76,1%).

Em contrapartida, outros autores [32] verificaram que infusdes aquosas de louro
revelaram maior atividade antioxidante (menores valores de EC50, no método do
DPPH) que os extratos metanélicos, enquanto que em dados de outra pesquisa [3] ndo
houve diferenca significativa no potencial antioxidante de extratos de folhas de louro
obtidos por infusdao em 4gua ou com metanol, fato esse que foi associado a extracao dos

mesmos compostos fitoquimicos hidrofilicos pelos dois solventes.
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Ao trabalharem com o extrato metanolico obtido de folhas de louro, Morais e
colaboradores [33] reportaram que essa amostra apresentou atividade antioxidante,
expressa com a EC50, de 0,76 mg.mL™, afirmando que o principal composto ativo desta
planta foi o eugenol, um composto fenélico cujo eficacia ja foi comprovada em ensaios
n vitro e in vivo.

Ja Ballen e colaboradores [9] encontraram valores menores de ECS50 e,
consequentemente, maior atividade antioxidante, em trés extratos de folhas de louro
obtidos por meio de extracdo por solventes em aparato Soxhlet), sendo que aquele
obtido com etanol como solvente foi o que apresentou melhor atividade antioxidante,
com EC50 de 0,093 mg/mL, quando comparado aos valores dos extratos obtidos com
hexano (1,015 mg.mL™) e diclorometano (0,235 mg.mL™). De acordo com estes
autores[9], esse comportamento pode ser atribuido aos diferentes compostos presentes
em cada uma das amostras.

E importante destacar que discrepancias entre os resultados de diferentes
trabalhos podem ser relacionados a diferencas de solventes, métodos de extragdo e
testes antioxidantes usados e, além disso, a composicdo do material vegetal varia com as
condi¢des ambientais, climaticas e geograficas, resultando em grande variacdo no teor

de metabolitos secundarios [2,3,14,25,28,33].

4 CONSIDERACOES FINAIS

O tipo de solvente empregado na obtencdo dos extratos da folha de louro teve
efeito no teor de fendlicos totais, sendo que o melhor resultado foi obtido quando
empregou-se uma mistura hidroalcoodlica (extrato misto), e na atividade antioxidante,
mais significativa no extrato alcodlico, o que nos permite inferir que ndo sé a
quantidade, mas o tipo de composto fendlico presente nos extratos tem efeito nas

propriedades bioativos do louro, sendo necessario, portanto, a sua identificacdo.

www.scientificsociety.net




ISSN: 2595-8402
DOI: 10.5281/zenod0.4290020

Revisia
ociedade

Glentifica
VOLUME 3, NUMERO 8, AGOSTO DE 2020

Desta forma, torna-se imperativo avaliar a combinacao de diferentes percentuais

de distintos solventes na obtencdo de extratos de louro com diferentes propriedades

antioxidantes e, além disso, proceder a realizacdo da identificacdo de quais os tipos de

compostos fendlicos presentes nestas amostras, preferencial por espectrometria de

massas.

Esse tipo de caracterizacdo (perfil metabolomico) poderia, inclusive, permitir a

identificacdo da origem do material vegetal e, até mesmo, avaliar quais as melhores

condicOes de cultivo desta planta para obtencdo de extratos com mais atividade

antioxidante ou outra propriedade bioativa de interesse dos pesquisadores.
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