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RESUMO

CONEGLIAN, Thainara. Caules de Stevia rebaudiana como fonte de obtencé&o de
um extrato com alto teor antioxidante. 2019. Trabalho de Conclusédo de Curso
(Bacharelado em Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnolégico Federal do

Parana. Campo Mourao, 2019.

A estévia tem sido usada desde os tempos antigos para varios fins em todo o mundo.
Durante séculos, as tribos Guarani do Paraguai e do Brasil usaram espécies de
estévia como adocante em erva-mate e chas medicinais para o tratamento de azias e
outras doencas pois hd na composicdo da planta uma mistura heterogénea de
compostos ja identificados. Estes compostos, além da dogura também podem
oferecer beneficios terapéuticos, uma vez que apresentam efeitos anti-
hiperglicémicos, anti-hipertensivos, anti-inflamatérios, anti-tumorais, antidiarréicos,
diuréticos e imunomoduladores. Embora o caule de estévia possua um teor inferior de
glicosideos de esteviol quando comparado com as folhas, pode ser uma fonte de
fitoquimicos com capacidade antioxidantes e antimicrobiana. Desta forma este estudo
buscou analisar a capacidade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides
presentes no extrato hidroalcélico do caule de estévia em um extrato obtido por meio
de planejamento experimental composto no ponto central (32) variando concentragao
de solvente (etanol:adgua) teor de material vegetal usando como variavel de resposta
o rendimento de extracdo em massa e a porcentagem de atividade antioxidante.
Observou-se por meio do planejamento e tratamento dos dados que quanto maior a
concentracdo de agua no solvente, melhor o rendimento de extragcdo em massa, no
entanto, o contrario se aplica ao teor de antioxidantes, que teve seu maximo na
proporcao etanol:agua (90:10) e 1.5 p/v em relagdo ao material vegetal. Desta
maneira, o extrato obtido com a otimizagdo dos dados, apresentou 76,52% de inibicao
da atividade antioxidante; 4,65 mgEAG/mL de compostos fendlicos e 1,33 mgEQ/mL

de flavonoides.



Palavras-chave: residuos, caules de estévia, extracdo hidroalcolica, atividade

antioxidante.

ABSTRACT

CONEGLIAN, Thainara. Caules de Stevia rebaudiana como fonte de obtencé&o de
um extrato com alto teor antioxidante. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnolégico Federal do

Parana. Campo Mouréo, 2019.

Stevia has been used since ancient times for various purposes around the world. For
centuries, the Guarani tribes of Paraguay and Brazil have used stevia species as a
sweetener in yerba mate and medicinal teas for the treatment of heartburn and other
diseases as there is a heterogeneous mixture of compounds already identified in the
plant composition. These compounds, in addition to sweetness, may also offer
therapeutic benefits as they have antihyperglycemic, antihypertensive,
antiinflammatory, anti-tumor, antidiarrheal, diuretic and immunomodulatory effects.
Although stevia stem has a lower steviol glycoside content when compared to leaves,
it can be a source of antioxidant and antimicrobial phytochemicals. Thus this study
sought to analyze the antioxidant capacity, phenolic compounds and flavonoids
present in the stevia stem hydroalcolic extract in an extract obtained through
experimental design composed at the central point (32) varying solvent concentration
(ethanol: water) material content using as a response variable the mass extraction
yield and the percentage of antioxidant activity. It was observed through the planning
and treatment of the data that the higher the water concentration in the solvent, the
better the mass extraction yield, however, the opposite applies to the antioxidant
content, which had its maximum in the ethanol: water ratio. (90:10) and 1: 5w /v
relative to plant material. Thus, the extract obtained with data optimization showed
76.52% inhibition of antioxidant activity; 4.65 mgEAG / mL phenolic compounds and
1.33 mgEQ / mL flavonoids.

Keywords: residues, stevia stems, hidroalcolic extraction, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

O processamento de produtos de origem vegetal gera quantidades substanciais
de residuos/subprodutos. Estes, podem ser uma fonte abundante de polifendis com
capacidade antioxidante. Atualmente, estes residuos s&o frequentemente
descartados a um custo para o fabricante. Portanto, sua utilizacdo como fonte de
polifendis de baixo custo pode ser um beneficio econébmico consideravel para os
processadores de alimentos (WIINGAARD; ROBLE; BRUNTON, 2009).

A Stevia rebaudiana tem sido usada desde os tempos antigos para varios fins
em todo o mundo. Durante séculos, as tribos Guarani do Paraguai e do Brasil usaram
espécies de estévia como adocante em erva-mate e chas medicinais para o
tratamento de azias e outras doencas, embora os relatos oficiais e emprego como
fonte de obtencao de edulcorantes de origem natural tenha se desenvolvido apenas
em 1900 (LEMUS-MONDACA et al., 2011).

Além dos glicosideos de esteviol, ha na composicdo da planta uma mistura
heterogénea de compostos ja identificados, dentre eles compostos fendlicos,
terpendides, acidos graxos, vitaminas, minerais, dentre outros. Devido a essa
composi¢do, € possivel ver que em seus extratos, além da dogura, o esteviosideo
juntamente com compostos relacionados que incluem rebaudiosideo A e C, esteviol e
isosteviol, também podem oferecer beneficios terapéuticos, uma vez que apresentam
efeitos anti-hiperglicémicos, anti-hipertensivos, anti-inflamatérios, anti-tumorais,
antidiarréicos, diuréticos e imunomoduladores (CHATSUDTHIPONG;
MUANPRASAT, 2009).

As folhas de estévia foram extensamente estudadas nos ultimos 100 anos. No
entanto, outros componentes da planta como caules, ramos, folhas e sementes nao
possuem 0 mesmo destaque. Embora possua um teor inferior de glicosideos de
esteviol quando comparado com as folhas, os caules podem ser uma fonte de
fitoquimicos com capacidade antioxidantes e antimicrobiana, e devido ao fato de em
alguns casos nao ser empregado no processo se extragao, caracteriza-se como um
subproduto de valor agregado (ABOU-ARAB et al., 2010; YU et al., 2017).

Para isso, uma das formas mais comuns para a obtencéo de componentes a
partir de plantas é a técnica de extracdo sélido-liquido. Esta técnica consiste em

realizar a imerséo da planta em um determinado solvente, realizando agitacdo a uma



determinada temperatura controlada, por um periodo de tempo. A separacdo ocorre
quimicamente e o solvente € removido por evaporacao a vacuo (SANTOS, 2015).



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
O presente trabalho tem como objetivo utilizar o caule, um residuo da cadeia
produtiva de estévia, para a obtencdo de um extrato natural com alta capacidade

antioxidante a partir da técnica de extracao soélido-liquido com agitacéo e temperatura.

2.2. Objetivo especifico

e Realizar um planejamento experimental composto por um ponto central (32)
para definir o ponto 6timo de extracéo variando a concentragdo de solvente e a
relacdo peso/volume durante a extracdo tendo como variavel de resposta o
rendimento em massa e a atividade antioxidante;

¢ Obter o extrato bruto utilizando as condi¢des otimizadas;

e Analisar atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e flavonoides do

extrato obtido nas condi¢des otimizadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histérico da planta

Stevia rebaudiana foi classificada botanicamente por Moisés Santiago Bertoni
em meados de 1900. A planta € nativa da regido de Amambay, fronteira do Paraguai
com o Brasil. Ela também é cultivada em diversas outras regides do mundo como em
algumas partes da Asia e Europa. Na matéria seca da folha de Stevia esta presente
um alto teor de terpenoides, além disso, a planta contém glicosideos diterpénicos
(glicosideos do esteviol), sendo estes, responsaveis pelo potente sabor doce
(LEMUS-MONDACA et al., 2011).

Em 1909, o principio do doce foi isolado pela primeira vez e apenas em 1931 o
extrato foi purificado para produzir o esteviosideo, cuja estrutura quimica foi
estabelecida em 1952 como um glicosideo diterpénico. Durante os anos 70 outros
compostos foram isolados, incluindo o rebaudiosideo A o qual proporciona um
potencial mais doce do que o esteviosideo bem como caracteristicas sensoriais
superiores (LEMUS-MONDACA et al., 2011). Este ultimo é em média de 300-400
vezes mais doce que a sacarose e pode ter um beneficio para aguelas pessoas que
sofrem de obesidade, diabetes, doencas cardiacas e caries dentaria (GHANTA et al.,
2007).

Estudos revelaram que a estévia tem sido usada desde os tempos antigos para
varios fins em todo o mundo. Durante séculos, as tribos Guarani do Paraguai e do
Brasil usaram espécies de estévia como adocante em erva-mate e chas medicinais
para o tratamento de azias e outras doencas (LEMUS-MONDACA et al., 2011). Ainda,
varios estudos sugeriram que, além da docura, o esteviosideo, juntamente com
compostos relacionados que incluem rebaudiosideo A, esteviol e isosteviol, também
podem oferecer beneficios terapéuticos, uma vez que apresentam efeitos anti-
hiperglicémicos, anti-hipertensivos, anti-inflamatoérios, anti-tumorais, antidiarréicos,
diuréticos e imunomoduladores (CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

3.2. Caracteristicas da planta

Existem cerca de 90 variedades de S. rebaudiana desenvolvidas em todo o
mundo, dependendo dos diferentes requisitos climaticos. Stevia é um semi-arbusto
com até 30 cm de altura e tem um extenso sistema radicular produzindo folhas

pequenas e elipticas. Essas folhas podem ser lanceoladas e alongadas ou em forma



de espéatula com lamina de ponta romba e margem serrilhada do meio para a ponta
com aproximadamente 4 cm de comprimento. A superficie da folha é ligeiramente
granular, o caule é amadeirado, o rizoma tem raizes ramificadas e as flores séo
pequenas e brancas (MADAN et al., 2010).

A planta pode ser cultivada em solo relativamente pobre e tem um crescimento
rapido em varios tipos de solos e em temperaturas em torno de 24°C e normalmente
nao tolera temperaturas inferiores a 9°C, portanto pode ser cultivada como uma erva
anual durante o final da primavera e verdo e em regides de média e alta latitude onde
os dias sdo mais longos o que favorecem o teor de esteviosideo. Além disso, as folhas
e caule da Stevia podem murchar muito rapido, desta forma ela precisa de uma
consideravel quantidade de agua (LEMUS-MONDACA et al., 2011).

As plantas podem ser usadas para producéo comercial por 8 anos, no periodo
em que a colheita de partes vegetativas ocorre seis vezes por ano. As raizes
permanecem no local e a planta se regenera rapidamente. Podem ser colhidas em
torno de 15 a 35 g de folhas secas por planta (LEMUS-MONDACA et al., 2011).

3.3. Composicéo da planta

Além dos glicosideos de esteviol, ha na composi¢cado da planta uma mistura
heterogénica de compostos ja identificados, dentre eles compostos fendlicos,
terpendides, acidos graxos, vitaminas, minerais, dentre outros. Esta composicéo
variada € responsavel por diversos beneficios a saude reportados na literatura,
caracterizando assim, um potencial adicional a planta ndo atribuido apenas aos
glicosideos de esteviol (MOLLINA-CALLE, 2018; FORMIGONI et al., 2018; GAWEL-
BEBEN et al., 2015).

Diversos autores realizaram andlises da composi¢cdo centesimal da planta
obtendo valores de umidade, cinzas, fibra bruta, proteina, gordura e carboidratos. A

Tabela 1 abaixo mostra os valores presentes na literatura

Tabela 1: Composicao centesimal das folhas de estévia em diferentes estudos (g/100g).

Componentes Mishra et al. Abou-Arab et al. Goyal et al.
(2010) (2010) (2010)
Umidade 7 5,37 4,65
Cinzas 11 7,41 6,3
Fibra bruta 18 15,5 15,2
Proteina 10 11,4 11,2
Gordura 3 3,73 1,9

Carboidratos 52 61,9 ND




Abou-Arab et al. (2010) também determinou a composicdo de amino&cidos

essenciais e nao-essenciais na Stevia rebaudiana. A quantidade determinada esta

descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao de aminoacidos nas folhas de estévia.

Amino4cidos g/100g Amino4cidos néo- g/100g
essenciais essenciais
Arginina 0,45 Aspartato 0,37
Lisina 0,70 Serina 0,46
Histidina 1,13 Glutamico 0,43
Leucina 0,98 Prolina 0,17
Metionina 1,45 Glicina 0,25
Valina 0,64 Alanina 0,56
Isoleucina 0,42 Cisteina 0,40
Fenilalaina 0,77 Tirosina 1,08
Treonina 1,13

Diversos autores também determinaram as quantidades dos diversos minerais

e acidos graxos presentes na estévia. Os valores encontrados na literatura estédo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo de minerais (mg/100g) e acidos graxos (g/100g) nas folhas de estévia

Aminoécidos Mishraet Abou-Arabet Goyaletal. Acidos graxos Tadhani e Subhash
essenciais al. (2010) al. (2010) (2010) (g/1009) (2006)
Célcio 464,4 17,7 544 Acido palmitico 27,51
Fosforo 11,4 ND 318 Acido palmitoléico 1,27
Sédio 190 14,93 89,2 Acido esteérico 1,18
Potassio 1800 21,15 1780 Acido oleico 4,36
Ferro 55,3 5,89 3,9 Acido linoleico 12,40
Magnésio 349 3,26 349 Acido lenolénico 21,59
Zinco 1,5 1,26 15

3.3.1. Carboidratos

Os carboidratos desempenham papéis essenciais nos seres vivos. Assim, 0S

monossacarideos sao a principal fonte de energia no metabolismo humano, enquanto

0s polissacarideos servem como armazenamento de energia e podem atuar como

componentes estruturais. Os beneficios associados a folha de S. rebaudiana séo

devidos principalmente a sua composicdo nutricional, que € uma boa fonte de

carboidratos, proteinas e fibras brutas, que promove o bem-estar e reduz o risco de

certas doencas. Nas raizes e folhas de S. rebaudiana, os frutooligossacarideos do

tipo inulina, um polissacarideo vegetal natural com importantes propriedades

funcionais relacionadas a prebioticos, fibras alimentares, metabolismo lipidico e



controle do diabetes, foram isolados por Oliveira et al. (2011). Eles obtiveram das
raizes e folhas da planta um rendimento de frutooligossacarideos purificados de 4,6%
e 0,46%, respectivamente. Isso indica uma possivel aplicacdo de extratos como
suplemento alimentar (OLIVEIRA et al., 2011).

3.3.2. Proteinas

Proteinas sdo encontradas em uma grande variedade de matrizes, incluindo
animais, fungos, vegetais, cereais, etc. (BERNAL et al., 2011). As proteinas sao
moléculas compostas de amino&cidos necessarios para o crescimento e reparo dos
tecidos do corpo. Sua importancia reside principalmente no fato de serem constituintes
essenciais das células e precisarem ser substituidos ao longo do tempo, o que torna
a ingestdo de proteinas algo indispensavel. No total, dezessete aminoacidos foram
determinados e classificados como aminoacidos essenciais e ndo essenciais. De
acordo com estudos realizados, os aminoécidos indispensaveis s&o leucina,
isoleucina, valina, lisina, treonina, triptofano, metionina, fenilalanina e histidina. A partir
desses estudos € possivel afirmar que as folhas de Stevia contém quase todos os
aminoécidos indispenséveis, incluindo tirosina e cisteina. Falta apenas o aminoacido
triptofano. Isso significa que, ap6s a extracao do esteviosideo das folhas, o residuo
pode ser uma fonte valiosa de aminoacidos indispensaveis para produtos de saude
(LEMUS-MONDACA et al., 2011).

3.3.3. Minerais

Os minerais tém muitas fungdes importantes no corpo humano. Alguns minerais
S840 necessarios apenas em quantidades muito pequenas nas dietas humanas, mas
sdo vitais para fins metabdlicos. Os minerais considerados essenciais ou necessarios
para o funcionamento normal do corpo sdo classificados de acordo com suas
quantidades ou exigéncias relativas. Os principais sao sodio, magnésio, fésforo,
enxofre, cloro, potassio e calcio, classificados como macro nutrientes e 0s elementos
menores, considerados micronutrientes, sdo cromo, manganés, ferro, cobalto, cobre,
zinco, selénio, molibdénio e iodo. A Stevia contém quantidades substanciais desses
nutrientes importantes, que a estabelecem como um ingrediente carregado de
minerais necessarios para proteger o corpo, regular e manter 0s Varios processos

metabdlicos. Potéssio, célcio, magnésio e sédio, importantes para a nutricdo, foram



encontrados em quantidade razoavel nas folhas de Stevia. A alta concentracdo
desses minerais seria muito benéfica para a saude (KAR; CHOUDHARY;
BANDYOPADHYAY, 1999).

O zinco e o ferro sdo encontrados em alimentos de origem vegetal e animal e
estdo presentes nas folhas de Stevia. De acordo com Wu et al. (2005), o zinco € um
mineral que atua como antioxidante ndo enzimatico, de modo que seu consumo
ajudaria na prevencéo de danos oxidativos da célula. A principal fungéo bioldgica do
ferro é o transporte de oxigénio para o corpo e, consequentemente, a falta desse
mineral na dieta leva a anemia. A alta quantidade de ferro nas folhas de Stevia pode
novamente ser Util para contribuir para a manutencdo de um nivel normal de

hemoglobina no organismo.

3.3.4. Vitaminas

As vitaminas sdo substancias organicas presentes em quantidades muito
pequenas nos alimentos, mas necessarias para o metabolismo. Eles sdo agrupados
porque séo fatores vitais na dieta e todos foram descobertos em conexdo com as
doencas causadas por sua deficiéncia. Eles sao classificados como solluveis em agua
ou soluveis em gordura. Existem 13 vitaminas: 4 lipossolaveis (A, D, E e K) e 9
hidrossollveis (8 vitaminas do grupo B e vitamina C). Os efeitos protetores dos
produtos vegetais sdo devidos a presenca de varios componentes que possuem
mecanismos de acdo distintos; alguns sdo enzimas e proteinas e outros sao
compostos de baixo peso molecular, como vitaminas (LEMUS-MONDACA et al.,
2011).

Kim et al. (2011) estudaram as quantidades de vitaminas hidrossollUveis nos
extratos de folhas e calos de Stevia e determinaram que o contetdo de acido félico,
vitamina C e vitamina B2 nos extratos foliares era significativamente maior que os
extratos de calo. No extrato da folha, o acido folico foi considerado o principal
composto, seguido pela vitamina C. No extrato de calos, a vitamina C foi o principal

composto, seguido pela vitamina B.

3.3.5. Glicosideos e outros constituintes
Glicosideos sdo compostos que contém uma molécula de carboidrato (aglcar)
ligada a uma fragdo n&o-carboidrato. Estes compostos sao encontrados



principalmente em plantas e podem ser convertidos, por clivagem hidrolitica, em um
componente de acucar e ndo de acgucar (aglicona). Eles sdo nomeados
especificamente pelo tipo de aclUcar que contém, como glicosideos (glicose),
pentosideos (pentose), frutosideos (frutose), etc (BERNAL et al., 2011).

Os adocantes naturais das folhas de S. rebaudiana, denominados glicosideos
de esteviol, sdo diterpenos, isolados e identificados como esteviosideo,
esteviolbiosideo, rebaudiosideo A, B, C, D, E, F e dulcosideo (GEUNS, 2003). Foi
relatado que o esteviosideo é o glicosideo de estévia mais abundante encontrado nas
folnas da planta e é responsavel pelas propriedades edulcorantes. E seguido pelo
rebaudiosideo A, rebaudiosideo C e dulcosideo A (LEMUS-MONDACA et al., 2011).

3.4. Atividade biolégica dos compostos
3.4.1. Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo compostos que ganharam importancia nos ultimos anos
devido a sua capacidade de neutralizar os radicais livres. Estes tém sido relatados
para evitar danos oxidativos causados pelos radicais livres. Podem interferir no
processo de oxidagdo, reagindo com os radicais livres, quelando metais cataliticos e
também atuando como eliminadores de oxigénio. Sabe-se que muitas das substancias
biologicamente ativas encontradas nas plantas, incluindo compostos fendlicos
(flavonoides, fendlicos), possuem propriedades antioxidantes em potencial. A
atividade antioxidante das plantas medicinais depende da concentracdo do
antioxidante individual que entra na composi¢ao (LEMUS-MONDACA et al., 2011).

Recentemente, houve um aumento de interesse nos potenciais terapéuticos
das plantas, como antioxidantes na reducao de lesdes teciduais induzidas por radicais
livres. Embora varios antioxidantes sintéticos, como o hidroxianisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado (BHT), estejam disponiveis comercialmente, eles sdo bastante
inseguros e sua toxicidade € um problema de preocupacao. Portanto, fortes restricoes
foram impostas a sua aplicacdo e ha uma tendéncia para substitui-las por
antioxidantes naturais. Antioxidantes naturais a base de plantas, especialmente
fendlicos e flavonoides, tém sido explorados comercialmente como aditivos

antioxidantes ou como suplementos nutricionais (LEMUS-MONDACA et al., 2011).



3.4.2. Atividade antidiabética

Atualmente, com o envelhecimento, hébitos alimentares e diminuicdo das
atividades fisicas, ha um aumento acentuado na incidéncia de diabetes mellitus tipo 2
e obesidade. Diabetes mellitus tipo 2 é um distarbio metabdlico crénico resultante de
defeitos na secrecdo de insulina das células B e acdo da insulina. Além das
anormalidades da insulina, estdo envolvidas disfungcado das células a pancreaticas e
excesso relativo de glucagon. A hiperglicemia pés-prandial observada no diabetes tipo
2 é geralmente devida a um aumento na producdo basal de glicose hepéatica e uma
diminuicdo no descarte periférico de glicose. Portanto, a correcao desse desequilibrio
na etapa de entrada ou saida da glicose no plasma deve ajudar a corrigir essa
condicao patolégica (CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

Atualmente, existe um uso popular da medicina herbal e alternativa para o
tratamento do diabetes. De fato, o extrato de S. rebaudiana é utilizado no tratamento
da diabetes na América do Sul. Além disso, o esteviosideo, o principal componente
do extrato, possui uma docura alta, sem calorias e apenas uma pequena quantidade
€ necessaria para fins de adocante. Portanto, deve ser uma boa alternativa ao agucar
para pacientes diabéticos (KINGHORN; SOEJARTO, 2002).

3.4.3. Atividade anti-hipertensiva

Em estado patoldgico, a hipertensdo arterial é resultado de uma relacéo
inadequada entre capacidade/resisténcia da vasculatura e volume sanguineo
(CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

O efeito anti-hipertensivo do extrato bruto de estévia tomado por via oral é
dependente do tempo e requer administracdo prolongada. Isto € indicado pela
observacdo de que, apds a administracdo oral de extrato em ratos normais e
hipertensos, ndo ha alteracao significativa na pressao arterial nos primeiros 20 dias.
De fato, o efeito hipotensor do extrato foi observado 40 e 60 dias apds a administracao.
Por outro lado, a infuséo intravenosa de esteviosideo reduz a presséao arterial em ratos
normais e hipertensos sem demora. Além disso, a injecdo intravenosa de esteviosideo
em ratos espontaneamente hipertensos conscientes produz uma reducao na pressao
arterial sistélica e diastélica de maneira dependente da dose. Assim, o efeito
hipotensor agudo do esteviosideo s6 pode ser observado quando administrado
diretamente na circulagao sistémica (CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).



Estudos em humanos também mostraram o efeito do esteviosideo no sistema
cardiovascular. O esteviosideo causa bradicardia e hipotensdo. Da mesma forma, um
leve efeito hipotensor foi observado em seres humanos que receberam um cha
preparado a partir de S. rebaudiana (extrato de Stevia) diariamente por 30 dias.
Nesses estudos, o0 esteviosideo também foi sugerido como tendo efeito inotrépico,
diminuindo a duracdo da sistole. Isso reduziria o volume do curso e, em seguida,
reduziria a presséo arterial. Assim, os extratos de esteviosideo e estévia parecem ter
efeito anti-hipertensivo (CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

3.4.4. Atividade anti-inflamatdéria e anticancerigena

A inflamacdo é uma reacdo imune inata dos tecidos vasculares a estimulos
nocivos, como patdégeno, célula lesada ou irritante. Varios tipos de células, como
células imunes, epiteliais e endoteliais, participam interativamente desse processo
para remover o0s estimulos prejudiciais e iniciar o processo de cicatrizacdo. No
entanto, a inflamacéo também esta associada a uma variedade de distarbios, como
doencas autoimunes, doenca inflamatoria intestinal, aterosclerose e céancer
(CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

Existem amplas evidéncias mostrando que o esteviosideo tem um efeito anti-
inflamatorio in vitro e in vivo. Inicialmente, foi mostrado que a inflamacédo da pele
induzida localmente por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) foi inibido por
glicosideos de esteviol incluindo esteviosideo. Além disso, o efeito antitumoral do
esteviosideo foi investigado, pois o TPA também é conhecido por induzir a formacéo
de céncer em células mamarias. O esteviosideo inibe a promocao de tumores
induzidos por TPA em um modelo de cancer de pele da carcinogénese em dois
estagios em camundongos. Mizushina et al. (2005) mostraram que o isosteviol inibe a
polimerase do DNA e a topoisomerase Il do DNA humano, alvos celulares para a
farmacoterapia do cancer e também para doencas inflamatorias. Além disso, 0
isosteviol também retarda o crescimento de trés tipos diferentes de células

cancerigenas humanas e inibe a inflamacéo induzida pelo TPA.

3.5. Caule como residuo
Os polifendis sdo constituintes comuns da dieta humana, sendo as frutas e 0s

vegetais a principal fonte alimentar desses compostos bioativos. Sugere-se que 0s



possiveis beneficios a satde do consumo de polifendis derivem de suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (JOSEPH; SHUKITT-HALE; CASADESUS, 2005;
MERTENS-TALCOTT et al.,, 2006). Estdo surgindo evidéncias de seu papel na
prevencao de doencas degenerativas. Estudos experimentais em animais e linhas de
células humanas demonstraram que os polifendis podem desempenhar um papel na
prevencao de cancer e doencas cardiovasculares (SCALBERT et al., 2005).

Yu et a. (2017) obtiveram um extrato aquoso de caules e folhas de estévia e
avaliaram o seu potencial em inibir a oxidacao lipidica em 6leo de peixe. Estes autores
verificaram que o0 extrato de caule apresentava atividade antioxidante
significativamente maior que o das folhas para oxidacéo lipidica, embora o teor de
antioxidantes totais tenha sido inferior em testes como DPPH e ORAC, e ainda, 0s
compostos responsaveis por tal atividade foram como identificados acido vanilico,

acido protocatecuico, acido cafeico, &cido clorogénico e acido criptoclorogénico.

3.6. Meétodos de extracdo

A técnica de extracdo sodlido-liquido é mais comum para a obtencdo de
componentes a partir de plantas. Esta técnica consiste em realizar a imersao da planta
em um determinado solvente, realizando agitacdo a uma determinada temperatura
controlada, por um periodo de tempo. A separa¢ao ocorre quimicamente e o solvente
e removido por evaporacao a vacuo (SANTOS, 2015).

Na extracdo solido-liquido existe um impasse que é a remocdo completa do
solvente utilizado sem grandes custos e gastos energéticos. A sobra desse solvente
pode ocasionar alteracdes quimicas e provocar efeitos indesejados nos consumidores
(MELECCHI, 2005).

A utilizacdo desta técnica depende de alguns fatores como a proporgéo e
distribuicdo do solvente no solido, e a natureza dos solidos. Alguns parametros podem
influenciar na velocidade de extracdo, como a dimenséo das particulas sélidas, o
solvente utilizado e a viscosidade. A agitacdo ajuda no contato do solvente com o
sélido e a solubilidade do soluto aumenta com o aumento da temperatura
(SANTOS,2015).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecgéo da planta

Caules e ramos de Stevia rebaudiana foram gentilmente cedidos pelo Nucleo
de Pesquisa em Produtos Naturais — NEPRON pertencente a Universidade Estadual
de Maringa. As plantas cultivadas em um canteiro central foram colhidas antes da
abertura dos botdes florais (48-52 dias), onde ha o maximo de desenvolvimento e
acumulo de glicosideos do esteviol nas folhas. Apds, foram secas em estufa de
circulacao forcada até que o teor de umidade atingisse aproximadamente 10%. Na
sequéncia, foram separadas as folhas dos caules e ramos. As folhas, seguiram para
0 processo de extracdo e purificacdo para obtencdo dos glicosideos de esteviol. Os

caules e ramos foram moidos e armazenados a -20°C para posterior analises.

4.2. Método de extracdo

Primeiramente pesou-se 2g da amostra de caules e ramos de Stevia secos e
moidos em um erlenmeyer. Esse procedimento foi realizado 10 vezes e em duplicata
para desenvolvimento do planejamento experimental, como demonstrado no Tabela
4.

Tabela 4: Planejamento experimental (32).

Variaveis Planejamento
(%) etanol-agua Relagédo peso amostra Combinacéao Cadigos
seca:volume de solvente
-1-1 1A 1B
90:10 (-1) 1:5(-1) -10 2A 2B
11 3A 3B
0-1 4A 4B
80:20 (0) 1:6 (0) 00 5A 5B
01 6A 6B
1-1 7TA 7B
70:30 (1) 1:7 (1) 10 8A 8B
11 9A 9B

AplOs preparou-se todas as amostras do planejamento experimental,
respeitando as combinac¢des propostas no Quadro 01, as mesmas foram levadas até
a incubadora a uma temperatura de 55°C e agitacdo de 180 rpm. Realizou-se 3 ciclos
de extracdo, cada um com 1h. Em cada ciclo, adicionou-se o volume de solvente
relacionado em cada combinacdo. Ao término dos trés ciclos, as amostras foram

filtradas, transferidas para baldes de secagem e secas individualmente em evaporador



rotativo. Em seguida, obteve-se a massa extraida em miligramas e preparou-se uma
solucdo mae a partir do material seco, na concentracdo de 5 mg/ml de etanol:adgua
(1:2).

4.3. Atividade antioxidante

A atividade de eliminacdo de radicais livres dos extratos foi medida pela
capacidade de eliminar os radicais DPPH (BLOIS, 1958). Para tal, 0,1mL dos extratos
preparado em etanol:agua (50:50) na concentracdo de (2,0 mg/mL) foi adicionado a
3,9 mL do reagente DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 60 ymol. Na sequéncia, as
amostras foram armazenadas no escuro durante 30 minutos. Para remover a
interferéncia da cor nas leituras, adicionara 0,1mL dos extratos em 3,9mL de
etanol:dgua (50:50). O controle negativo é realizado com 0,1mL de etanol:agua
(50:50) acrescido de 3,9mL do reagente DPPH. Dado o tempo, a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 515 nm. Os resultados sao expressos como percentagem de

inibicdo de radicais livres (equacéo 01).

Absorbanciacontrole negativo ~ Absorbanciagmostra

% Inibigdo = ( )x 100 (Equacéo 01)

Absorbancidcontrole negativo
Onde:
Absorbancia controle(-) = absorbancia da solu¢cdo de DPPH sem a amostra;

Absorbancia amostra = absorbancia da amostra com o DPPH.

4.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com o método
descrito por Singleton et al. (1999). Um total de 30uL de amostra (2,0mg/mL) foi
adicionado a 2370pL de solucao etanol:agua (50:50). Apds, acrescentou-se 125uL do
reagente Folin-Ciocateau. Deixou por cinco minutos em equilibrio e adicionou-se
450uL de carbonato de sédio a 15%. As amostras permaneceram em repouso por 2
horas. Apos esse tempo, a absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 765 nm.
A concentracdo fenodlica € expressa como mg de equivalente de acido galico
(EAG)/mL de extrato por intermédio da equacdo 02 que foi obtida pela a curva de

calibragdo desta técnica, tendo esta um R? igual a 0,9903.

y = 0,0002x + 0,03 (Equacéao 02)



4.5. Flavonoides

A determinacdo dos indices de flavonoides totais pelo método
espectrofotométrico, segundo Jia et al. (1999). Deste modo, 250uL da amostra
(2mg/mL) foi adicionado a 1000pL de solucéo etanol:dgua (50:50) e 75uL uma solucao
de nitrito de sédio (5%). Agitou-se a mistura por 5 minutos e acrescentou-se 75uL de
uma solucéo de cloreto de aluminio (10%). Manteve-se as amostras em repouso por
5 minutos e por fim, acrescentou-se 500uL de solucéo de hidréxido de sodio (1M) e
procedeu-se a leitura das absorbancias em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 510nm, utilizando a quercetina (marca SIGMA, Q4951-10G) como padréo de
referéncia. A concentracdo de flavonoides é expressa como mg de equivalente de
guercetina (EAQ)/mL de extrato por intermédio da equacao 03 obtida pela curva de

calibragdo desta técnica, tendo esta um R? igual a 0,9931.

y = 0,0003x + 0,0074 (Equacéo 03)

4.6. Andlise estatistica

O procedimento de extracdo foi realizado em duplicata e os resultados de
rendimento em massa e atividade antioxidante foram analisados com auxilio do
programa estatistico IBM SPSS Statistics Base 22.0 para constru¢do dos gréficos de
superficie de resposta, avaliacdo da influéncia das variaveis empregadas e
identificacdo do ponto 6timo de extracdo resultante da combinacdo das variaveis. As
demais analises foram realizadas em triplicata os resultados expressos como a média
* erro padrao da meédia foram submetidos a andlise de variancia usando o teste de
Tukey (p < 0,05).

4.7. Obtencéo do extrato otimizado
Apos avaliacéo dos dados referentes ao planejamento experimental composto
no ponto central e as condigdes otimizadas definidas, um extrato bruto foi obtido e

analisado seguindo os itens 4.3, 4.4, e 4.5.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Analise estatistica do planejamento experimental
Para a analises das extracdes foi realizado o teste da Andlise de variancia
com nivel de significancia de 5%. Os testes constantes da Tabela 6 e determinadas
segundo o delineamento fatorial completo do tipo 32 com trés niveis e dois fatores e
com uma repeticao no ponto central. O teste de rendimento em massa (g) foi realizado
em duplicata e o de atividade antioxidante (%) foi realizada em triplicata. Os resultados

das médias e os desvios encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Delineamento experimental do experimento fatorial completo com a distribuicéo das variaveis
estudadas e valores das varidveis de resposta para todas as extracfes

Amostras X1 % Solucéo Relacéo Rendimento Atividade
etanol:agua peso:volume em massa antioxidante
) (%)
Al -1 -1 90:10 1.5 0,189¢+0,001  90,5512+1,203
A2 -1 0 90:10 16 0,205Pc+0,006  89,2392+0,946
A3 -1 +1 90:10 1:7 0,194¢+0,009 88,9672+2,406
A4 0 -1 80:20 15 0,234°+0,001 86,6142c+1,639
A5 0 0 80:20 16 0,233+0,005 86,3482c+3,290
A6 0 +1 80:20 1:7 0,2899+0,007 89,2392+1,050
A7 +1 -1 70:30 15 0,28649+0,008  78,540°+1,829
A8 +1 0 70:30 1.6 0,30429+0,003 81,365bPc+1,837
A9 +1 +1 70:30 1.7 0,3292+0,006 87,1392bc+]1,144
Al10 0 0 80:20 1.6 0,2809+0,005 84,5252¢+1,045

Médias na mesma coluna, seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5%.

Pelos resultados é possivel verificar que houveram diferencas significativas
para as dez amostras com relacdo as analises de rendimento em massa e atividade
antioxidante. Para o rendimento, as amostras A9 e Al foram as que tiveram o maior
e 0 menor valor, respectivamente.

Para a determinacao da atividade antioxidante, o maior valor apresentado foi
para a amostra A1 e 0 menor valor para a amostra A7. As amostras A4, A5, A9 e A10
nao apresentaram diferenca de médias significativas.

A andlise de variancia das respostas de interesse em relacdo as variaveis
independentes do processo de extracdo também objetivou analisar a significAncia dos
efeitos destas nas variaveis de resposta, bem como, o ajuste dos dados experimentais
a um modelo de regressdo que expressasse matematicamente a extracao. A seguir

sdo comentadas as respostas estudadas neste trabalho.



5.1.1. Analise do rendimento em massa (Q)

A seguir, apresenta-se os dados referentes a analise de variancia para os
dados experimentais obtidos para a resposta rendimento em massa. A variavel
solvente (etanol:agua) foram significantes na Anova. Os termos de relacdo
peso:volume, bem como as interagdes entre este e o0 solucao, foram eliminados nesta
analise por ndo atender ao nivel de significancia e objetivando um melhor valor para
R2adj (Apéndice 1). Com isso, verificou-se um bom ajuste para o modelo, que foi de
92,779%. Na Figura 1 pode-se ver a relagdo entre os valores experimentais e 0s
valores preditos pelo modelo ajustado.

Rendimento em massa (g)
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Figura 1: Coeficientes do modelo de regressao para o rendimento em massa (g) da extracao
do caule de estévia.

Objetivando-se rendimento em massa, a variavel independente solucéo
etanol:dgua apresentou efeito significativo positivo, ou seja, o seu aumento contribuiu

para o aumento do rendimento, conforme se verifica na Figura 2.
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Figura 2: Grafico de contorno para a variavel rendimento em massa do extrato de caule de
estévia.

E possivel ver ilustrativamente este comportamento, quanto maior a
concentracdo de 4gua na relacdo etanol:agua (70:30) e maior a relagdo peso:volume,
maior € o valor obtido para o rendimento. Esta tendéncia se inicia entre os niveis 0,0
e +1,0 para ambas as variaveis.

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2016) para avaliar o rendimento em
massa da extragdo de xaxim por diferentes métodos de extracdo mostra que o
solvente hidroalcodlico a 70% possui melhor rendimento em praticamente todos os
métodos extrativos, pois 0 solvente é mais seletivo para a extracao dos metabdlitos
presentes. Isso explica o melhor rendimento em massa quando a concentracdo de

agua é maior (etanol:agua (70:30)).

5.1.2. Analise de atividade antioxidante (%)

Avaliando a resposta atividade antioxidante (%), as variaveis solucéo
(etanol:dgua) e relagdo peso:volume foram efeitos significantes na Anova, ou seja,
foram significativas para que o ajuste no modelo fosse bastante satisfatério: 97,332%
(Apéndice Il). A interacdo entre ambas as variaveis ndo foi significativa. Na Figura 3



pode-se ver a relacdo entre os valores experimentais e os valores preditos pelo

modelo ajustado.
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Figura 3: Valores experimentais x valores preditos para a atividade antioxidante

Analisando a Figura 4, nota-se que maiores valores da atividade antioxidante
se destacaram para valores menores da agua na relacdo etanol:agua (-1,0),
combinados com valores menores da relagao peso:volume (-1,0), assim como valores
intermediarios para a solucdo etanol:dgua e valores maiores para a relacdo

peso;volume (+1,0).
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Figura 4: Grafico de contorno para a variavel atividade antioxidante do extrato de caule de
estévia.

5.1.3. Analise do ponto 6timo

Com base nas respostas obtidas, almejou-se determinar qual a solucédo ideal
entre etanol e &gua, bem como a relacédo peso:volume ideal. Ainda mais considerando
que, para o processo de extracdo, tanto a atividade antioxidante como o rendimento
em massa devem ter seus valores maximizados.

Pela Figura 5 é possivel verificar que valores 6timos (75,532%) para o
rendimento em massa (g) e para a atividade antioxidante (%) sao obtidos quando se
opta pela proporcao 75:25 da solucéo etanol:dgua e a relacdo peso:volume 1:7. Caso
opte-se por trabalhar os niveis (+1,0) para ambas as variaveis, os valores otimizados

terdo uma queda de 6,492%.
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Figura 5: Grafico de influéncia da concentracdo da solucdo etanol:agua e da relagcdo peso:volume na
obtencéo do rendimento em massa (g) e da atividade antioxidante (%).

5.2. Extrato otimizado

A partir da andlise estatistica realizada foi possivel obter o extrato otimizado no
ponto 6timo de extragdo. A partir deste extrato foram realizadas as analises de
atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides sendo os resultados obtidos

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Andlises do extrato otimizado de caules de estévia.

Analises Resultados
Atividade antioxidante (%inibi¢éo) 76,52
Compostos fenélicos (mgEAG/mL) 4,65
Flavonoides (mgEQ/mL) 1,33

Muanda et al. (2011) avaliaram atividade antioxidante das folhas de estévia em
extrato aquoso e obteve 82,86% de inibicao.

Gawet-Beben et al. (2015) estimaram os valores para compostos fendlicos e
flavonoides, respectivamente, em 3,85 mgEAG/g de folha seca e 2,03 mgEQ/g de

folha seca.



Formigoni et al. (2018) trataram as folhas de estévia com etanol e obteve
94,55% de inibicdo da atividade antioxidante, 6,72mgEAG/g de folha seca para
compostos fendlicos e 1,68 mgEQ/g de folha seca para flavonoides.

Existem estudos realizados também com erveiras, como € o caso da erva-mate.
Ferrera et al. 2016 realizaram um planejamento experimental variando a proporcao de
etanol:agua para verificar qual seria 0 melhor ponto de extracdo e analisaram 0s
resultados em estacOes diferentes e com sombreamento diferente. A partir do
resultado quantificou os compostos fendlicos, flavonoides e a atividade antioxidante.
Os maiores valores obtidos foram, 150,35 mgEAG/L para compostos fendlicos; 286,04
MgECA/L para flavonoides e 4,35 mMMTROLOX/ L para atividade antioxidante. Os
autores ainda explicam que a variacdo dos resultados pode se dar devido as altas
temperaturas do verdo, que degradam as enzimas inibindo o metabolismo.

Schafranski (2019) realizou uma extracéo de folhas de amoreira preta a 50°C
por 10 minutos em banho Ultratermostatico e obteve um valor de 2,67 mgEQ/ g para
flavonoides, 0,94 1Cso mg/mL.

A partir dos resultados destes estudos é possivel observar que os flavonoides
contribuem diretamente para as propriedades antioxidantes e sugerem que
desempenham um papel preventivo contra diversas doencas, como ja foi citado

anteriormente, e estao presentes em diversas plantas.



6. CONCLUSAO

Com os resultados deste estudo, pode-se obter condi¢cbes otimizadas para
obtencdo de um extrato de caule de stevia rebaudiana que objetive rendimento em
massa e atividade antioxidante. Ainda, verifica-se que o caule de estévia, que mesmo
sendo uma parte da planta com pouco interesse comercial, e sendo assim,
caracterizado como um residuo, tem grande abundancia de compostos com alta
capacidade antioxidante assim como nas folhas e, portanto, a sua utilizacdo no
processamento de alimentos pode ser economicamente considerada. Além disso,
seria uma boa opgédo para obtencdo de extratos que visam a substituicdo de
antioxidantes artificiais, embora estudos mais aprofundados sobre sua composicéo e

testes em alimentos devem ser executados.
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APENDICE

Apéndice | — ANOVA para rendimento em massa (Q).

Tabela 1: Anova para o modelo de resposta do rendimento em massa (Q)

Soma de Graus de Média de E _valor
quadrados liberdade  quadrados caleulado P

(1)Solugao 0,018200 1 0,018200 45,68986 0,002498
etanol:agua(L)
Solucéo etanol:agua(Q) 0,000141 1 0,000141 0,35281 0,584490
(2)Relagdo 0,001773 1 0,001773 445191 0,102496
peso:volume(L)
Relagdo peso:volume(Q) 0,000001 1 0,000001 0,00218 0,964960
1L by 2L 0,000351 1 0,000351 0,88024 0,401253
Erro 0,001593 4 0,000398
Total SS 0,022066 9

Tabela 2: Coeficientes do modelo de regressao para o rendimento em massa (Q)

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 0,253612 0,000002
(1)Solucéo etanol:agua(L) 0,055075 0,002498
Solucdo etanol:agua(Q) 0,003880 0,584490
(2)Relagéo peso:volume(L) 0,017192 0,102496
Relacdo peso:volume(Q) 0,000305 0,964960
1L by 2L 0,009362 0,401253
R? 92,779

RZ%4jus 83,754




Apéndice Il — ANOVA para atividade antioxidante (%).

Tabela 1: Anova para o modelo de resposta de atividade antioxidante (%)

Somade Graus de Média de F _valor
quadrados liberdade  quadrados caleulado P

(1)Solucéao etanol:agua(L) 78,6457 1 78,64571 90,00548 0,000689
Solucéo etanol:agua(Q) 2,2690 1 2,26901 2,59675 0,182375
(2)Relacdo peso:volume(L) 15,5161 1 15,51613 17,75731 0,013543
Relacéo peso:volume(Q) 6,2646 1 6,26462 7,16950 0,055367
1L by 2L 25,8742 1 25,87418 29,61150 0,005537
Erro 3,4952 4 0,87379
Total SS 131,0160 9

Tabela 2: Coeficientes do modelo de regresséo para a atividade antioxidante (%)

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 86,29726 0,000000
(1)Solucéo etanol:agua(L) -3,62044 0,000689
Solucdo etanol:agua(Q) 0,49306 0,182375
(2)Relagéo peso:volume(L) 1,60811 0,013543
Relagdo peso:volume(Q) -0,81927 0,055367
1L by 2L 2,54333 0,005537
R? 97,332

Rzajus 93,998




