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RESUMO

O capim-limao (Cymbopogon spp.) ¢ uma planta amplamente utilizada na medicina
tradicional e na industria de alimentos devido as suas propriedades terapéuticas, especialmente
relacionadas a atividade antioxidante. O objetivo desse trabalho, foi realizar a caracterizacao
quimica do oleo essencial extraido por hidrodestilagdo, bem como a avaliagdo da atividade
antioxidante e do teor de compostos fendlicos totais de extratos obtidos com diferentes
solventes: metanol, acetona, hexano e éter de petréleo. A caracterizagdo por CG-EM revelou
predominancia dos isdmeros do citral (52,36%), além de outros compostos como geraniol, -
pineno/B-mirceno ¢ Acido Hexanodioico, Ester Bis(2-Etilhexil). A atividade antioxidante foi
determinada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, enquanto os compostos fendlicos totais
foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu. Os resultados demostraram que a
polaridade do solvente exerce forte influéncia sobre a extracdo dos compostos bioativos. O
metanol apresentou melhor desempenho em todos os testes, alcangando os maiores valores para
extracdo dos compostos fendlicos (307,56 + 18,15 mg EAG/g de extrato) e elevada capacidade
antioxidante nos ensaios ABTS (28,64 + 0,88 umol Trolox/g de extrato) e FRAP (40,23 + 0,69
umol FeSO./g de extrato). Hexano e éter de petrdleo, solventes de baixa polaridade, tiveram os
piores desempenhos. Assim, a extragdo com solventes mais polares demonstrou ser mais
eficiente para compostos com perfil fendlico e antioxidante. Os dados obtidos corroboram com
estudos prévios e reforcam o potencial bioativo do capim-limdo, bem como a importancia da

escolha adequada do solvente no processo de extracao.

Palavras — chave: capim-limao; 6leo essencial; capacidade antioxidante; composto fenolicos.



ABSTRACT

Lemongrass (Cymbopogon spp.) is a plant widely used in traditional medicine and the
food industry due to its therapeutic properties, especially those related to antioxidant activity.
The objective of this study was to perform the chemical characterization of the essential oil
extracted by hydrodistillation, as well as to evaluate the antioxidant activity and the total
phenolic content of extracts obtained using different solvents: methanol, acetone, hexane, and
petroleum ether. Characterization by GC-MS revealed a predominance of citral isomers
(52.36%), in addition to other compounds such as geraniol, B-pinene/B-myrcene, and
hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester. Antioxidant activity was determined using the DPPH,
ABTS, and FRAP methods, while total phenolic compounds were quantified using the Folin—
Ciocalteu method. The results demonstrated that solvent polarity strongly influences the
extraction of bioactive compounds. Methanol showed the best performance in all tests,
achieving the highest values for phenolic compound extraction (307.56 = 18.15 mg GAE/g
extract) and high antioxidant capacity in the ABTS (28.64 + 0.88 umol Trolox/g extract) and
FRAP (40.23 + 0.69 pmol FeSO4/g extract) assays. Hexane and petroleum ether, low-polarity
solvents, showed the poorest performance. Thus, extraction with more polar solvents proved to
be more efficient for compounds with a phenolic and antioxidant profile. The data obtained
corroborate previous studies and reinforce the bioactive potential of lemongrass, as well as the

importance of appropriate solvent selection in the extraction process.

Keywords: lemongrass; essential oil; antioxidant capacity; phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Dentre os biomas brasileiros, o Cerrado ¢ o segundo maior, atras apenas da Amazonia,
cobrindo uma area de quase 2 milhdes de quilometros quadrados, ou seja, cerca de 23% de toda
area territorial brasileira. Além de ser um dos maiores em area, também abrange uma das
maiores ¢ mais complexas biodiversidade do pais, mas que, por conta das monoculturas e
pecuaria extensiva, vem cada vez sendo mais explorado e degradado. Essa degradagao
representa a perca de diversas plantas medicinais que poderia ser utilizada para o tratamento de
doengas, além da multiplicidade de aplicagdes farmacéuticas, industriais, cosméticas e agricolas
(Evaristo; Ghesti; Areda, 2024).

Um dos modos de se estimular a preservacao desse bioma € o investimento em pesquisas
relacionadas a compreensao fitoquimica de vegetais associados a tal. Na Quimica, a area que
se desdobra em estudar tais vegetais ¢ a Quimica de Produtos Naturais, a qual, busca
compreender os metabolitos secundarios, suas vias de biossintese e seu papel no meio ambiente.
Por apresentarem vasta diversidade e complexidade estrutural, esses metabolitos podem
apresentar uma série de propriedades biologicas que possar ser de interesse a industria
farmacéutica, de cosméticos e até mesmo ao setor agroquimicos (Bauermeister et al., 2024).

Um dos vegetais que se adaptou muito bem ao Cerrado Brasileiro ¢ o capim limao,
vegetal da familia das gramineas e pertencente ao género Cymbopogon, apresenta rapido
crescimento e esta presente em diversas aplicagdes no dia a dia das pessoas, principalmente por
suas propriedades fito medicinais, em que muitas das vezes ¢ associado ao tratamento de
pressdo alta, falta de apetite ou dores intestinais. Essas propriedades podem estar relacionadas
a composi¢cdo quimica de seu 6leo: monoterpenos, sendo o majoritario o citral, uma mistura de
dois isdmeros, o neral e geranial. Além disso, sdo associadas propriedades antioxidantes a esses
compostos, ou seja, de combate das espécies reativas de oxigénio (ROS), que em excesso no
organismo humano, pode causar uma grande diversidade de problemas, como envelhecimento
precoce e até mesmo cancer (Abdulazeez et al., 2016; Zhao et al., 2024 e Nacer et al., 2024).

No entanto, a extragdo e caracterizacdo de compostos que apresentam atividade
antioxidante depende de iniimeros fatores, como o solvente utilizado para o preparo do extrato,
quantificagdo da amostra e até mesmo, tipo de regido do vegetal ao qual a amostra foi coletada.
Por isso, o presente trabalho analisou como varia a capacidade antioxidante de extratos
preparados do capim limao, utilizando quatro solventes diferentes: metanol, acetona, hexano e

éter de petroleo. Para isso, foram utilizados trés métodos de avaliagao de atividade antioxidante:



ABTS, DPPH e FRAP. Também, seu buscou compreender a composi¢do quimica do 6leo
essencial de tal vegetal.

Outros trabalhos, na mesma area, antecedem o presente, como o escrito por Chuyen e
colaboradores (2017) em que avaliaram o impacto do uso de diferentes solventes (etanol,
acetona, hexano e acetato de etila) e condi¢des de extragdo para o teor de carotenoides,
compostos fendlicos e atividade antioxidante de extratos de Gac Peel. Em seus resultados,
ressaltou que o uso de diferentes solventes produziu diferenga significativa nos resultados,
sendo o etanol aquele que levou a maior eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos e o
acetato de etila com maior eficiéncia na extragdo de carotenoides. Ja o hexano apresentou pior
resultado na extragdo de fenolicos. Se tratando de atividade antioxidante, o etanol, acetona e
acetato de etila apresentaram resultados similares, mas com o hexano com resultados inferiores
aos outros extratos.

Chuyen e colaboradores (2017) justificam seus resultados ao fato de que compostos
fenolicos e carotenoides sdo mais facilmente extraidos por solventes altamente polarizados,
sendo que, tais substancias apresentam carater elevado de polaridade, os fendis devido ao
grupamento OH em sua extremidade e os carotenoides devido a dupla liga¢do alternada
presente em sua cadeia aberta. Tal polaridade ndo é observada no hexano, por ser um
hidrocarboneto saturado de cadeia aberta.

Resultados similares podem ser observados no trabalho de Filho & Castro (2019), em
que avaliaram o impacto do uso de diferentes solventes na extracdo de compostos fenolicos de
farinhas do fruto de Jatoba do Cerrado. Nesse estudo, o solvente com maior eficiéncia na
extracdo de compostos fenolicos totais para a farinha da casca foi o etanol (80% etanol e 20%
agua), com diferenca significativa em testes estatisticos realizados. J& para a farinha do arilo
foram a agua e metanol puros. No entanto, o solvente com menor rendimento foi a dgua, algo
justificado de forma similar ao realizado por Chuyen e colaboradores (2017). Outro detalhe
importante ressaltado por esses autores foi que a composicao quimica do vegetal pode variar, a
depender de intmeras variaveis, como tipo de solo, influéncia hidrica, sazonalidade,
luminosidade e regido de plantio, por isso, esses dados devem ser levados em consideracao ao
se analisar os resultados do presente trabalho.

Considerando que diferentes solventes possuem distintas capacidades de extracdo de
metabolitos, coloca-se como problematica compreender como se caracteriza quimicamente o
6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon spp.), bem como em que medida a escolha do
solventes influencia a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais de extratos

produzidos a partir desse mesmo vegetal.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade antioxidante de diferentes extratos (produzidos com metanol,

acetona, hexano e éter de petréleo) do capim-limao (Cymbopogon spp) além da caracterizagao

do 6leo essencial da planta.

2.2 Objetivos Especificos

Extrair o 6leo essencial do capim limao in natura, utilizando aparelho Clevenger;
Caracterizar o 6leo via cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massas;
Preparar os extratos de capim limao nos solventes metanol, acetona, hexano e éter de
petréleo;

Determinar a atividade antioxidante dos extratos por meio dos métodos DPPH, FRAP e
ABTS;

Determinar a concentragdo de compostos fenolicos pelo método de Folin-Ciocalteu.



3 JUSTIFICATIVA

Uma das caracteristicas relacionadas aos fitocompostos em plantas, ¢ sua variabilidade
de acordo com uma série de fatores, como, localizacao geografica, sazonalidade, altitude, clima
e composicdo do solo. Diante disso, inumeras pesquisas se fazem necessdrio para se
compreender com maior complexidade como esses fatores podem afetar a composicao do 6leo
essencial de plantas, assunto que, ndo apenas um estudo conseguira esgotar, sendo necessario o
empenho de inimeros pesquisadores ao longo do mundo (Muscolo; Mariateresa; Giulio;
Mariateresa, 2024).

Além disso, a maior compreensao da composi¢do Quimica desses vegetais permite seu
uso mais consciente € maior aproveitamento de suas partes, podendo, por exemplo, uma regiao
da planta apresentar maior concentracao de compostos antioxidantes em detrimento a outra, o
que por vezes, permitird isolar essa regido e realizar as extragdes a partir desta, além de permitir
a escolha do método e solventes mais adequados, possibilitando o escalonamento e aplicagdes
industriais (Shi et al., 2022).

Ja por outro lado, as aplicacdes relacionadas aos compostos antioxidantes sdo inimeras,
como o estudo realizado por Tomé e colaboradores (2022) e Rosa e Pintro (2022), que
utilizaram em seus estudos compostos que apresentam capacidade antioxidante para inibir a
oxidagdo lipidica de carnes e derivados, o que permite a conservacao de alimentos por mais
tempo, aumentando, assim, a qualidade de alimentos em substituicdo aos conservantes
sintéticos.

Hé estudos relacionando o uso de fitocompostos com atividade antioxidante as
propriedades antivirais, antifingicas e antibioticas, por defender os organismos das plantas do
ataque de microrganismos patogénicos, além da protecdo dos compostos a radiagao ultravioleta
(UV). Propriedades medicinais também, sdo, com frequéncia associadas a esses compostos,
como atividade antimutagénica, anti-inflamatoria e antidiabética, por controlar os efeitos
degenerativos causados pelas espécies de oxigé€nio reativas, que desencadeiam stress oxidativo
no corpo humano (Muscolo; Mariateresa; Giulio; Mariateresa, 2024; Shi et al., 2022;

Mehmood, et al., 2022).
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Descricao Macro e Microscopica do Capim Liméao

O capim limao (Figura 1) ¢ um vegetal da familia das gramineas (Poaceae), pertencente
do género Cymbopogon, que engloba cerca de 55 espécies, todas, comumente chamadas de
capim limao, erva cidreira, capim cidreira, capim santo ou capim cidrao. Seu cultivo ocorre em
localidades com clima tropical ou semitropical, como Asia, Africa, América Central e do Sul.
Deve ser plantado em solos drenados, com valores de pH entre 4,3 e 8,4. Apresenta aspectos de
moita, com rizomas de 1,3 a 2,5cm e folhas com cerca de 1,2 metros de altura e 15cm de largura,
variando de acordo com as condi¢des climaticas e de cultivo, mas, quando cultivada de forma

comercial, gera cerca de duas podas no ano (Abdulazeez et al., 2016).

Figura 1 — capim limé&o.

Fonte: o autor.

Seu uso ¢ comum em paises tropicais, como no Brasil, para tratamento de pressdo alta,
dores abdominais, falta de apetite, diarreia e outros, a partir do seu preparo em formato de chas,
infusdes ou consumo no formato de panificados, como bolos e paes. Esses usos, além de creres
populares, também pode estar associado a composicdo quimica de seu 6leo essencial, que
apresenta concentragdes consideraveis de terpenos, fenois, cetonas e agucares, sendo composto
principalmente pelos isdmeros Opticos do Citral: Geranial ((2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal,
citral A ou isomero E) e Neral ((272)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral B ou isdmero Z) que

podem ser observados na Figura 2. No entanto, outros componentes em menor propor¢ao,
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também podem estar presentes, como o mirceno, pineno e geraniol (Abdulazeez et al., 2016;

Guimaraes et al., 2008; Nacer et al., 2024; Zhao et al., 2024).

Figura 2 — Moléculas do cis-citral (Neral ou citral b) a esquerda; trans-citral (Geranial ou citral a) a direita.

O

S
P P
= o1

Fonte: adaptado de Nacer et al., 2024.

Tais compostos, listados acima, podem apresentar atividade biologica, mais
especificamente, atividade antioxidante (Nacer et al., 2024). Sendo esta, a capacidade de
combater radicais livres que possam gerar algum tipo de dano oxidativo nos organismos vivos,
como danos ao DNA, proteinas e organelas, causando diversas patologias, como doencas
degenerativas, envelhecimento precoce, cancer, doengas cardiovasculares e neurologicas. O
corpo humano consegue sintetizar parte dos antioxidantes necessarios para realizar o combate
desses radicais livres, mas, quando essa produc¢do € insuficiente, ¢ necessario o consumo desses
antioxidantes, a fim de se evitar esse estresse oxidativo das células, o que acarreta as patologias
citadas anteriormente (David ef al., 2010).

Microscopicamente, as folhas do capim limdo apresentam células epidérmicas com
formato retangular e alongadas, com estdomatos dispostos linearmente ao longo da folha,
presentes em ambas as faces da folha. H4 ocorréncia de células epidérmicas lignificadas
proxima as raizes e em faixas da epiderme, conferindo rigidez, resisténcia e impermeabilidade
as folhas. Também, foi detectado a presenca de tricomas tectores, responsaveis por promover
resisténcia mecanica e evitar a transpiragdo em excesso (Duarte; Zaneti, 2004).

Seu 6leo essencial apresenta odor caracteristico, herbal, similar ao aroma de limao.
Além de seus usos na medicina popular, ¢ empregado na indistria como aromatizante de
perfumes e cosméticos, além de material para sintese de iononas, metil-iononas e vitamina A.
No entanto, na presenca de oxigénio, luz, umidade, metais e calor pode ser instavel, o que leva
a sua degradacdo e formacdo de inimeros contaminantes, além de, que, caso o processo de
extracdo ndo seja muito bem controlado, essa formagdo pode ocorrer antes mesmo do

armazenamento. Logo, as condi¢des de extracdo e armazenamento do 6leo essencial devem ser
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muito bem conhecidas e controladas para a garantia da qualidade do 6leo e cumprimento de

suas fungoes (Guimaraoes et al., 2008).

4.2 Estresse oxidativo e compostos antioxidantes

As principais moléculas que causam o stress oxidativo sdo as espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), formadas a partir do metabolismo aerdbico,
que por um lado, sdo essenciais para a transducao de sinais, além da fisiologia cardiovascular,
mas por outro, quando em excesso, causam maleficios a saude. As principais reagdes ocorrem
com a formagdo do fon O (4nion superéxido) que contém um elétron desemparelhado
configurando um radical livre extremamente instavel e reativo, que pode reagir diretamente
com outras moléculas oxigenadas ou indiretamente com outros compostos organicos, como o0s
acidos nucleicos, acarretando a desregulagdo ou parada do funcionamento celular. No entanto,
essas propriedades também vém sendo estudadas no combate de microrganismos infecciosos.
J& os antioxidantes, ou se ligam a essas moléculas, ou reagem de modo a inativar tal radical
livre, protegendo as outras moléculas (Sverdlov; Ngo; Colucci, 2020).

A formagdo do ion superoxido ocorre principalmente de trés modos: respiracao
mitocondrial; a partir das enzimas oxidases; e a partir da autoxidacdo de espécies nas células
(Figura 3). Sua formacao sempre envolve a remog¢ao de um elétron do oxigénio molecular (O>),
mas por meios diferentes. Em vegetais, o principal responsavel pela formagdo do superdxido
sdo os transportadores de elétrons presentes na cadeira transportadora de elétrons mitocondrial,
principalmente o NADH desidrogenase do complexo 1, presente na fotossintese. Nessas cadeia,
sua formagdo ocorre pela reacdo de Mehler e fluxo de elétrons pseudociclico (Karpinska; Foyer,

2024).

Figura 3 — Espécies Reativas de Oxigénio.

Mitochondrial respiration
Oxidase enzymes
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Fonte: Sverdlov; Ngo; Colucci, 2020.
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Uma das classes de compostos antioxidantes, sdo os compostos fenolicos, ou seja,
aqueles que apresentam, em sua composi¢cao, um anel aromatico ligado ao grupo hidroxila. Nos
vegetais, os compostos fenolicos sdo o tipo de antioxidantes mais abundantes presentes, mas
quando em excesso, podem causar efeitos indesejados, como o escurecimento de frutos e
interagdes indevidas com proteinas. No entanto, pode influenciar no valor nutricional de
alimentos e em sua qualidade sensorial, conferindo propriedades de cor, textura, amargor e/ou
adstringéncia. Outras propriedades sdo conferidas aos compostos fendlicos, como resisténcia a
microrganismos e pragas que possam afetar os vegetais (Rocha et al. 2011).

Além de seus beneficios para saude, os compostos antioxidantes apresentam outras
aplicagdes. Na industria de alimentos, os radicais livres presentes em carnes e vegetais podem
acarretar sua degradacdo ao longo do tempo, como o que ocorre em carnes ricas em gorduras,
que, podem passar pelo processo de oxidagao lipidica, o que da o sabor conhecido, comumente,
como “ran¢oso”, caracteristico de certos aldeidos, cetonas e ésteres. No entanto, com o uso de
compostos antioxidantes, tal processo pode ser retardado, prolongando o periodo de consumo
desse alimento, garantindo uma maior estabilidade em relacdo aos processos externos (Rosa;

Pintro, 2022).

4.3 Métodos de determinacgao da atividade antioxidante e compostos fendlicos

No presente trabalho foram utilizados trés métodos para a determinagdo da capacidade
antioxidante: DPPH, FRAP e ABTS e um método para determinagdo o teor de compostos
fenolicos: Folin-Ciocalteu.

O método FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro), ¢ realizado em valores
baixos de pH e se baseia na reducdo do Fe*" para o Fe?*, ao qual, quando em solu¢do com o
TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-S-triazine) forma um complexo com cor caracteristica azul escura. Sua
reacdo e formula estrutural pode ser observada na figura 6. No método ABTS o radical livre
ABTS™ (2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-dcido sulfonico)) é capturado pelos compostos
antioxidantes e reformado, pela presenca em solugdo aquosa de persulfato de potassio, entrando
em equilibrio, o que torna a cor caracteristica verde clara, que pode ser lida em
espectrofotometro em 734nm. Sua reacao e formula estrutural podem ser observados na figura

4 (Tomé¢; Silva, 2022) .
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se baseia na descoloragdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazil) apos 20 minutos de reacdo, como antioxidante da amostra e posterior leitura da

absorbancia em espectrofotometro em 517nm. Seus resultados sdo descritos em porcentagem

de descoloracao de DPPH em relacdo a absorbancia do branco e do controle. A reacao de

estabilizacdo do radical pode ser observada na figura 5 (Tomé; Silva, 2022).

Figura 4 — Estabilizagdo do radical ABTS™
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Figura 5- Estabilizagdo do radical DPPH
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Figura 6 — Estabilizacao do radical FRAP
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O mecanismo de funcionamento do método de Folin-Ciocalteu ocorre pela reducao do
reagente, composto pela mistura de 6xidos de tungsténio e molibdénio, em compostos de cor
azulada, com absor¢do maximo em 765nm, ao passo que, a intensidade da absorcao ¢
proporcional a concentragdo de fenois presentes na mistura a ser analisada. Seu esquema

reacional pode ser observado na figura 7 (Waterhouse, 2002).

Figura 7 — Esquema reacional do método de Folin-Ciocalteu.
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Fonte: Pérez; Dominguez-Lopez; Lamuela-Raventods, 2023.

4.4 Metabolicos Secundarios

Intimeros compostos quimicos sao sintetizados ou absorvidos pelos vegetais, de modo
que, sao utilizados para seu crescimento e desenvolvimento, como proteinas, lipideos e
aminoacidos, denominados, metabolitos primarios. No entanto, os subprodutos desses
compostos sao denominados metabdlitos secundarios (SMs), que ndo necessariamente estao
ligados ao crescimento ou desenvolvimento do vegetal, mas sim, a outros mecanismos, cOmo
defesa ou emissao de odores, a fim de se garantir vantagens de sobrevivéncia e perpetuacao da
espécie. Devido sua grande complexidade, os SMs podem ser divididos em Compostos
Fenolicos, Terpenos e Alcaloides (Paramanik et al., 2024; Martins, 2012). Na Figura 8 ¢
possivel observar um esquema simplificado dos mecanismos de formagdo dos principais

metabolitos secundarios.
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Figura 8 — Esquema das rotas de biossintese dos Metabolitos Secundarios.
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A Figura 8 ilustra, de forma integrada, as principais rotas bios sintéticas do metabolismo
secundario vegetal a partir de intermediarios gerados na fotossintese. A glicose formada ¢
direcionada para vias centrais do metabolismo primario, como a glicélise e a via das pentoses
fosfato, originando precursores essenciais (PEP, E4P, piruvato e GA3P). Esses intermediarios
alimentam a via do 4cido chiquimico, responséavel pela formagdo de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina e triptofano), que atuam como precursores de diversas classes de
metabolitos secundarios, incluindo alcaloides (inddlicos, isoquinolinicos e tropanicos) e
compostos fenolicos, como fenodis simples, flavonoides, isoflavonoides, flavondis, antocianinas
e taninos condensados. Paralelamente, a figura destaca as vias do mevalonato (MVA) e do
metileritritol fosfato (MEP), responsaveis pela biossintese de isoprenoides, a partir da formagao
das unidades isoprénicas IPP ¢ DMAPP, que dao origem a monoterpenos, sesquiterpenos,

diterpenos e triterpenos. Dessa forma, o esquema evidencia a forte conex@o entre metabolismo
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primario e secundario nas plantas, ressaltando como compostos bioativos de interesse quimico,
bioldgico e farmacoldgico derivam de rotas metabdlicas bem definidas (Hilal; Khan;

Fariduddin, 2024).

4.4.1 Compostos Fendlicos

Um dos grupos mais abundantes na constituicdo dos vegetais sdo 0s compostos
fendlicos, constituidos de um anel aromatico ligado a uma hidroxila e outros substituintes. A
natureza desses substituintes ¢ utilizada para classificar esses compostos em subgrupos, como
flavonoides, flavonas e taninos (Pramanik et al., 2024). Nos seres humanos, apresenta
capacidade de combater doencas associadas ao estresse oxidativo, devido a presenca de elétrons
pi, responsaveis pela estabilizagao do radical, advindo da oxidagao do fenol (Martins, 2012).

Podem ser formados por varias rotas metabolicas, sendo a via do acido chiquimico a
mais importante (Figura 9). Ela comec¢a com a unido de eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato,
produzindo um agucar de sete carbonos que, apds etapas de ciclizagao e reducao, ¢ transformado
em corismato — molécula-chave na produgdo de fenolicos. A partir do corismato, surgem o0s
aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e a fenilalanina ¢ o principal ponto
de partida para os fenolicos mais simples. Em seguida, ocorre a via dos fenilpropanoides, onde
a fenilalanina sofre desaminacdo para formar o 4cido cinamico, processo conduzido pela
enzima PAL (fenilalanina amoénia-liase), originando uma grande variedade de compostos
fendlicos. Aproximadamente 20% do carbono fixado pelas plantas entra nessa rota, podendo
aumentar em condi¢Oes de estresse. Como essa via ndo existe em animais, suas enzimas se
tornaram alvos importantes no desenvolvimento de medicamentos, incluindo aqueles voltados
para inibir enzimas essenciais de Mycobacterium tuberculosis, contribuindo para novas
estratégias contra a tuberculose (Hilal; Khan; Fariduddin, 2024).

Os flavonoides, uma das classes de compostos fenolicos mais comuns na natureza,
apresentam em sua formula estrutural dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés
carbonos (Cs-C3-Cs). Sua presenca se relacionado a fungdes de defesa, seja de raios ultravioleta
ou microorganismos; € atragdo de polinizadores. A via do 4cido chiquimico ¢é responsavel pela
formagdo de uma das cadeias aromaticas e a ponte de trés carbonos, enquanto a rota do acetato,
via acido malonico (Figura 10), gera, a partir do acetil-CoA e 4-cumanil-CoA o outro anel

aromatico dos flavonoides (Simdes et al., 2007).
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Figura 9 — Via do 4cido chiquimico.
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Figura 10 — Rota do acetato pela via acido malonico.
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Além de atividade antioxidante, os compostos fendlicos apresentam propriedades
anticancer, antiinflamatdrias, bactericidas e antisépticas. Nos vegetais, estdo presentes em quase
toda sua constitui¢do, sendo responsaveis por facilitar a resisténcia a radiagdo ultravioleta,
agentes patogenos, parasitas e predadores. Na dieta humana, esses compostos estao presentes
em grande variedade de alimentos, como cereais, vegetais, legumes, chocolates e bebidas, como

café e vinhos (Ozyigit et al., 2023).

4.4.2 Terpenos

Advindos do isopreno, os terpenos sao classificados de acordo com a quantidade de

unidades de isoprenos em sua constitui¢do (CsHsg), sendo, os monoterpenos (CioHis — dois
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isoprenos), sesquiterpenos (CisHo4 — trés unidades de isoprenos), diterpenos (C20H32 — quatro
unidades de isoprenos), triterpenos (C3oHss — seis unidades de isoprenos) e tetraterpenos
(C40Hes — oito unidades de isopreno). Podem ser encontrados em frutas citricas, pimenta do
reino, chds, lavanda e dentre outros. Nesses vegetais, apresentam diversas fungdes, como
protecdo a luz, estabilidade de membranas, transferéncia de elétron e fito hormonios. Ja na
industria farmacéutica apresenta aplicacdes relacionadas a suas propriedades analgésicas e
neuro protetoras (Hilal; Khan; Fariduddin, 2024; Martins, 2012).

A producdo e o acumulo de terpenos acontecem em Orgdos especializados, como
tricomas e ductos de resina, que ndo realizam fotossintese e por isso dependem de outros tecidos
para obter energia e carbono. Esses compostos surgem a partir de dois precursores de cinco
carbonos, isopentenil-difosfato (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAPP,) gerados por duas
rotas metabolicas: a via do acido mevalonico (MVA), tipica de eucariotos e ativa no citoplasma,
no reticulo endoplasmatico e em peroxissomos, ¢ a via do metileritritol fosfato (MEP), de
origem procariotica e localizada nos plastidios. Na via MVA, o acetil-CoA passa por diversas
reacgoes até formar difosfato de mevalonato (MVA-PP), que apods descarboxilacao produz o IPP;
j4 a via MEP inicia com (Gliceraldeido-3-P) GAP e piruvato, que apos varias etapas produzem
IPP ¢ DMAPP. A partir desses precursores, enzimas preniltransferases originam geranil
difosfato (GPP), Farnesil difosfato (FPP), Geranilgeranil difosfato (GGPP), esqualeno, fitoeno
e unidades maiores que formam os diferentes tipos de terpenos (Hilal; Khan; Fariduddin, 2024).
Essas rotas podem ser observadas esquematicamente na Figura 11.

Dentre os terpenos, vale destacar os monoterpenos e sesquiterpenos, principal
constituinte de 6leos essenciais dos vegetais e utilizados em alimentos como aromatizantes e
aditivos em fragrancias. Na agropecudria e agricultura sdo utilizados como inseticidas e
pesticidas. Por outro lado, nas plantas podem, também, auxiliar na regulagdo de seu crescimento

e tolerancia térmica (Ozyigit et al., 2023; Paramanik et al., 2024).
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Figura 11 — Esquema das rotas de sintese de terpenos.
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p
4.4.3 Alcaloides

Os alcaloides s3o aqueles metabolitos secundérios que apresentam nitrogénio em sua
constituicdo. Estdo presentes principalmente em angiospermas e utilizados para o tratamento
de doengas como epilepsia, problemas cardiacos, picadas de cobra e pressao arterial alta. No
entanto, quando utilizados por um longo periodo podem causar dependéncia, além de que,
quando ministrado em altas doses, apresenta efeitos toxicos e até mesmo letais, sendo pequenas
doses o recomendado. Alguns alcaloides utilizados na medicina sdo a cafeina, cocaina, morfina,

quinina e nicotina (Hilal; Khan; Fariduddin, 2024).
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A formagao de alcaloides ocorre principalmente em partes especificas das plantas, sendo
particularmente concentrada em regides jovens, vasos de latex, células epidérmicas e
hipodérmicas. A maior parte desses compostos tem origem em aminoacidos como triptofano,
tirosina e fenilalanina, embora alguns utilizem intermediarios da via do acido mevaldnico para
formar seu esqueleto carbonico. Os chamados alcaloides verdadeiros e protoalcaloides sdo
produzidos diretamente a partir de aminoacidos como fenilalanina, histidina e triptofano, dando
origem a moléculas conhecidas, como morfina, cocaina, quinina ¢ mescalina, usadas em
tratamentos neurolégicos e psiquiatricos. Ja os pseudoalcaloides ndo vém de aminodacidos,
sendo formados a partir de precursores como derivados de acetato ou estruturas terpenoides,
como a cafeina, efedrina e aconitina (Hilal; Khan; Fariduddin, 2024).

Como ¢ possivel observar na Figura 13, os alcaloides verdadeiros, como o indol e
quinolina derivados do triptofano, apresentam o 4&tomo de nitrogénio (grupamento amino) em
um anel heterociclico, enquanto os prototoalcaldides, como os derivados da
fenilalanina/tirosina apresenta esse mesmo grupamento amino, mas ligado a cadeia, sem
necessariamente estar no anel heterociclico. Outro exemplo classico de protoalcaldide ¢ a
efedrina, que pode ser observada na Figura 12, de modo que, apresenta o grupamento amino
fora do anel heterociclico e € utilizado com estimulante do sistema nervoso central, de modo

que, seu uso em excesso pode causar dependéncia e riscos & saude.

Figura 12 — Foérmula estrutural do efedrina.
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Fonte: Morais et al., 2020.

Um dos detalhes que possibilitou maior conhecimento das propriedades biologicas e
fisico quimicas dos alcaloides foi a otimizagdo de processos de sinteses desses compostos em
condi¢des laboratoriais. No entanto, essas sinteses nao sdao simples, devida a basicidade de
nucleofilidade do nitrogénio, sendo extremamente suscetivel a participar de outras reacoes,
como a de oxidacao. Sua classificagdo ocorre de acordo com o posicionamento da molécula de
nitrogénio na molécula, além da organizacdo da cadeia carbonica e via de sintese (Ozyigit et

al., 2023).
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Figura 13 — Alcaloides derivados de aminoacidos.
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5 METODOLOGIA
5.1 Coleta e separacio do Material Vegetal

As folhas de capim limao foram coletadas pela manha, no més de junho no inverno do
ano de 2023, no municipio de Goiatuba, Goids, Brasil, que apresenta coordenadas geograficas
-18.028031259085754 € -49.37951410206113. Foram transportadas ao laboratorio de Quimica
Organica do Instituto Federal Goiano campus Morrinhos, onde foram separadas as folhas secas
e murchas (descartadas) das saudaveis. Em seguida foi realizada sua lavagem e higienizacao.
Para extracdo do o6leo, uma parcela de folhas foi picada, utilizando tesoura em estruturas

retangulares com cerca de 10 centimetros de comprimento e largura prépria da folha.

5.2 Extracao do oleo essencial

A extragdo do 6leo essencial foi realizada utilizando aparelho Clevenger; utilizando
166g de folhas frescas, 1,5L de 4gua destilada e um baldo de fundo redondo de 2L. O tempo de
extracdo foi de 4 horas, sob aquecimento controlado, com temperaturas proximas a de 100°C,
utilizando manta de aquecimento. O 6leo extraido foi coletado em frasco ambar e colocado em

freezer para permitir a total separagdo entre a parte oleosa e fracdo aquosa.

5.3 Caracterizacao do dleo essencial

Para caracterizagao, o 6leo foi diluido em hexano, utilizando 1,5mL de hexano a cadal0
uL de 6leo utilizado e injetado no Cromatografo a Gas Clarus680 da Perkin Elmer, acoplado
com Espectrometro de Massas SQOS8S de mesma marca (GC-MS) e coluna capilar Elite 5SMS
(30m x 25mm x 0,5mm).

O gas de arraste utilizado foi o hélio, com fluxo de 1,0 mL.min!. A temperatura do
injetor foi de 220 °C e apos a injecao de 2puL do 6leo diluido, a temperatura do forno foi mantida
a 60°C, seguida de um aumento de 3°C por minuto, até atingir a temperatura de 246°C, mantida
durante 20 minutos, seguida por um aumento até 270°C na mesma propor¢ao, permanecendo
assim por 2 minutos. A temperatura da fonte de ions (EI+) e da linha de transferéncia do MS
foram de 220°C. A faixa de varredura foi de 50 m/z a 450 m/z, no modo MS Scan (Adams,
2017).

A identificagdo dos componentes foi realizada a partir da fragmentagao de suas massas,

por comparacao dos espectros de massa dos compostos aos espectros das bibliotecas de
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referéncia Adams e NIST (Adams, 2017; NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database, Standart
Reference, 2014).

5.4 Preparo do extrato

Outra frag@o das folhas higienizadas foi seca em estufa, durante 29 horas a temperatura
de 35°C, até que apresentasse aspecto de folha seca e quebradiga. Posteriormente, foram
trituradas em moinho de facas. Em seguida, foi adicionado ao solvente em proporc¢ao de 2g de
material triturado para 40mL de solvente, ou seja, 1:20, protegidos da luz com papel aluminio
e agitado em mesa agitadora a 50rpm, durante 1 hora, para em seguida ser filtrado e armazenado
sob protecao da luz e sob resfriamento. Os solventes utilizados foram hexano, metanol, éter de

petroleo e acetona.

5.5 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi testada nos extratos preparados anteriormente, utilizando
trés métodos de determinagdo: °DPPH, FRAP, ¢ ABTS, utilizando em todos eles o
espectrofotometro UV-Vis Kazuaki modelo IL-593-S-BI, com cubetas de vidro e realizados em

triplicata para cada solvente.

5.5.1 Analise pelo método DPPH

O método DPPH foi realizada utilizando a metodologia de Rufino (et al., 2007a), com
as adaptagdes realizadas por Tomé & Silva (2022). Incialmente, foi preparada uma solugdo do
radical DPPH, a 0,06mM, em baldo volumétrico de 100mL. Para esse preparado, primeiro foi
dissolvido 2,4mg de DPPH em metanol e posteriormente seu volume foi completado até os
100mL, homogeneizado e protegido da luz.

Para andlise das amostras, foram misturados 0,1mL do extrato (diluido a 0,2mg/mL),
com 3,9mL da solu¢do de DPPH em tubo Falcon e homogeneizados utilizando vortex. Essa
solucdo foi protegida da luz e reagiu durante 20 minutos. Em seguida, a absorbancia foi lida a
517nm. Como branco, foi utilizada 750 pL de extrato misturado a 1,5mL de metanol; e como
controle, foi utilizado a mistura de 750 pL de metanol e 1,5mL do radical DPPH. Seus

resultados foram expressos em porcentagem de descoloracdo, calculados a partir da equacao 1.
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Abs amostra — Abs branco
%D = 1—( ) * 100% (D
Abs controle

Sendo, %D: porcentagem de descoloragdo; Abs amostra: absorbancia da amostra; Abs

branco: absorbancia do branco; Abs controle: absorbancia do controle.
5.3.2 Analise pelo método FRAP

As analises realizadas pelo método FRAP foram conduzidas de acordo com o descrito
por Rufino (et al., 2006) e modificada por Tomé e Silva (2022). O reagente FRAP foi preparado
a partir de 25mL de tampao de acetato 0,3M; 2,5mL de uma solugdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL
de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20mM. Para a construcdo da curva analitica (Grafico
1) foram preparadas 4 solugcdes de sulfato ferroso de 500 a 2000 uM. Em tubos Falcon, foram
misturados 90uL. de cada solugdo a 270 puL de agua destilada e 2,7mL do reagente FRAP
preparado anteriormente. Foram homogeneizados, protegidos da luz e mantidos em banho
maria a 37 °C durante 30 minutos, para a leitura de sua absorbancia a 593nm, utilizando o
reagente FRAP como branco. A partir dos dados, foi plotada a curva analitica, com a
absorbancia em funcdo da concentragdo de sulfato ferroso e realizada a regressdo linear,
utilizada para quantificagdo dos resultados, aos quais, foram expressos em pmol de FeSO4/g de
extrato. Para andlise das amostras, foi repetido os mesmo procedimentos utilizados para a

construgdo da curva analitica, mas com os extratos de capim limdo ao invés de sulfato ferroso.

Grafico 1- Curva Analitica utilizada na quantificag@o da atividade antioxidante medida pelo método FRAP.
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5.3.3 Analise pelo método ABTS

A quantificagdo da atividade antioxidante realizada pelo método ABTS foi realizada
utilizando como referéncia Rufino (et al., 2007b) e modificagdes realizadas por Tomé e Silva
(2022). Inicialmente foi preparada uma solucdo padrdo de trolox 2mM. Em um baldo
volumétrico de 50mL foi adicionado 25mL de trolox em metanol, com seu volume
posteriormente completo para S0mL, homogeneizado e protegido da luz. A solugdo do radical
ABTS foi preparada a partir da reagao de SmL da solucdo estoque de ABTS (7mM em agua
destilada) com 88 uL da solucdo de persulfato de potassio (140mM em agua destilada), durante
16 horas, protegido da luz e em temperatura ambiente. ImL dessa solugdo foi diluida em alcool
etilico até obter uma absorbancia de 0,70 a 734nm.

Para a curva analitica, inicialmente, foi diluindo a solucdo padrao de trolox nas
concentragdes de 100 a 1500uM, em seguida, 30ul. de cada uma dessas solu¢des foram
transferidas para um tubo Falcon protegido da luz e misturadas com 3,0mL da solugdo de ABTS
com o auxilio de um vortex e deixado reagir por 6 minutos, para posterior leitura de sua
absorbancia a 734nm. A curva (Gréfico 2) foi obtida pela regressdo linear da absorbancia em
funcdo da concentragdo de trolox (uM). Para determinacdo da atividade antioxidante das
amostras, o procedimento foi o mesmo, mas, utilizando, ao invés de trolox, os extratos de capim

limdo. Os resultados foram expressos em pumol de Trolox/g de extrato.

Grafico 2 — Curva Analitica utilizada na quantificagdo da atividade antioxidante medida pelo método ABTS.
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5.4 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fenodlicos totais foram determinados utilizando o método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu, conforme o descrito por Waterhouse (2002) e modificado por Tomé e Silva
(2022). A curva padrao utilizada para quantificacdo das amostras foi obtida com a medi¢ao da
absorbancia de solugdes de acido galico, nas concentra¢des de 200,00 a 1000,00 mg/L.

Para a construgdo da curva analitica, em balao volumétrico de 10mL, 2 mL da solugao
padrao de acido gélico foi misturado a 3mL do reagente de Folin-Ciocalteu, € em seguida,
diluidos cinco vezes. Depois de 3 minutos de repouso, cada uma das solugdes teve seu volume
ajustado para 10mL com carbonato de sodio a 7,5% (m/v). Apds 30 minutos de reagdo, &
temperatura ambiente e protegido da luz, a absorbancia das solugdes foi medida a 750nm. A
curva (Gréfico 3) foi obtida a partir da regressao linear de um grafico da absorbancia em fun¢ao
da concentragdo das solug¢des de acido galico expressos em mg/L. Para analise dos extratos, os
mesmo procedimentos foram realizados, no entanto, os volumes de extrato utilizados foram
diferentes, sendo 400uL dos extratos de hexano, acetona e éter, e 100uL do extrato de metanol,
para que todos os valores de absorbancia estivessem dentro da curva analitica. Seus resultados
foram expressos em miligramas de equivalente de 4cido galico por grama de extrato (mg EAG/g

extrato).

Grafico 3 - Curva Analitica utilizada na quantificagdo dos compostos fenolicos totais.
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Fonte: o autor.

5.5 Analise Estatistica

Os dados coletados a partir da analise de atividade antioxidante e fendlicos totais foram

submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey com 5% de probabilidade



29

(p<0,05), utilizando as planilhas eletronicas do Excel. Vale ressaltar que esses experimentos

foram realizados em triplicata, para a minimizagdo do erro.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacio

A partir da caracterizacao realizada por CG-EM, foi possivel se obter os resultados da
composic¢ao quimica do 6leo essencial do capim-limao, dispostos na Tabela 1 e o cromatograma
do o6leo essencial, na Figura 14. Na Tabela 1 foi possivel identificar os principais compostos

obtidos, bem como seus tempos de retengao ¢ area relativa.

Tabela 1 — Compostos identificados no 6leo essencial de capim limao por cromatografia gasosa.

Féormula

Pico Tr Composto Molecular %A
1 4,81 B-pineno/ B-mirceno CioHis 4,78
2 6,89 B-linalol CioH130 0,47
3 8,16 cis-verbenol Ci10Hi160 0,47
4 8,55 4,5-epoxi-carano trans CioH160 0,79
5 9,87 b-citral C1oHi160 22,74
6 10,09 geraniol CioH130 1,63
7 10,51 a-citral C10H160 29,62
8 14,78 ciclododecano Ci2H24 0,63
9 25,42  Acido Hexanodioico, Ester Bis(2-Etilhexil) C2oH404 35,48
10 38,57 Heptacosano Ca7Hs6 0,99
- - Outros Compostos - 2,4

Fonte: o autor. Legenda: T; — tempo de retencdo; %A — Porcentagem relativa da area dos picos.
Figura 14 — Cromatograma do OE.
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O cromatograma da Figura 14 apresentou picos resolvidos, com tempos de retencao
conhecidos e identificados utilizando a biblioteca Adams e NIST. Os espectros de massas dos
compostos majoritarios podem ser observados no Anexo A. Como o esperado, o composto
majoritario encontrado no 6leo essencial foi o citral (52,36% da area), com maior area relativa
do isdmero trans. Isso pode ser um indicio de que esse isdmero ¢ mais estavel pelos grupos de
maior volume estarem em lados opostos da molécula. Além disso, outros compostos também
apresentaram concentra¢des consideraveis, como o Acido Hexanodioico, Ester Bis(2-Etilhexil)
(35,48%), B-pineno/B-mirceno (4,78%) e geraniol (1,63%).

Em seu artigo, Saboia (et al. 2022) encontraram um percentual de 37,89% de citral no
6leo essencial do capim limao, enquanto no presente trabalho foi encontrado um percentual de
52,36%, demonstrando que as extragdes foram satisfatorias, com valores proximos aos
conhecidos. Silva (et al. 2014) verificaram em seu trabalho a composicdo quimica do 6leo
essencial do capim limao extraido por hidrodestilacdo e arraste a vapor. Os resultados obtidos
a partir da hidrodestilagdo (35,13%) indicaram um percentual menor dos isdmeros do citral do
que o obtido pela presente pesquisa e obtidos por arraste a vapor (77,11%), indicando que, essa
concentragdo pode depender de diversos fatores, desde condigdes de cultivo a sensibilidade dos
aparelhos utilizados ao longo da anélise.

Enquanto o citral apresenta isomeria cis/trans, outro composto encontrado, o B-pineno/
B-mirceno, apresenta isomeria de cadeia, sendo o B-pineno de cadeia ciclica enquanto o f-
mirceno de cadeia alifatica. Além de ambos serem monoterpenos, apresentam propriedades
fisico-quimicas similares, mas com odores caracteristicos bem distintos, enquanto o B-pineno
apresenta odor similar ao de pinhos ou amadeirado, o B-mirceno apresenta odor balsamico,
herbaceo e terroso. Tais os odores compdem a identidade olfativa do capim limao (Hartsel et
al., 2016; Rajan et al., 2017). Suas férmulas estruturais podem ser observadas nas Figuras 15 e

16.

Figura 15 — Formula estrutural do b-pineno Figura 16 — Formula estrutural do b-mirceno.
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Fonte: Biblioteca NIST. Fonte: Biblioteca NIST.
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A presenca desses dois isomeros ja era esperada, sendo registrada por autores como
Abdulazeez (et al., 2016), ao qual, identificou também a presenca de geraniol (Figura 17), um
monoterpeno, com aroma de rosas, encontrado em 06leos essenciais de diversos outros vegetais
do género Cymbopogon, como a citronela, palmarosa e citronela de java. Dentre suas
propriedades, vale ressaltar seu odor floral com tragos de frutas citricas, formula estrutural
alifatica e apresenta propriedades antioxidantes e repelente de insetos, como moscas e
pernilongos. Pode se isomerizar e ser encontrado como nerol, seu isomero cis (Maczka et al.,
2020).

Figura 17 - Formula estrutural do geraniol e nerol.

/L\\/\/I\/\OH

geraniol

Fonte: Maczka et al., 2020.

O Acido Hexanodioico, Ester Bis(2-Etilhexil), foi um constituinte ndo esperado do 6leo
essencial, no entanto, ja identificado anteriormente em outros estudos, como o realizado por
Paramanantham e Murugesan (2014), em que identificaram esse constituinte no 6leo essencial
das flores de Kurchi (Holarrhena antidysentrica Wall); Kumar (et al. 2022) identificaram esse
componente dentre os compostos bioativos presentes no tronco, folhas e frutos de Goji Berry
Preto (Lycium ruthenicum Murr); e Akwu (et al. 2019), encontraram esse mesmo composto em
extratos preparados a partir de Grewia lasiocarpa E. Mey. ex Harv. Dentre esses estudos, foi
ressaltado que, essa molécula apresenta propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antiproliferativas. No entanto, esse resultado abre espaco para outras investigagoes a fim de se
identificar em quais condig¢des de solo, tempo e extracdo que permitem a sintese desse composto

pelo vegetal.

6.2 Atividade Antioxidante e Compostos Fendlicos

Os resultados obtidos a partir da atividade antioxidante e compostos fendlicos podem
ser observados na Tabela 2. O primeiro método de verificagdo da atividade antioxidante foi o
DPPH, que mediu o sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), de coloragao

inicial violeta e depois da reacdo, se torna 2,2-difenilpicrilidrazina (DPPH-H) de coloragao
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amarelada (Rufino et al, 2007a; Martins, 2012). Seus resultados foram expressos em
porcentagem de descoloragdo (no Apéndice A, ha seus resultados expressos em ICs), sendo
que, quanto maior o grau de descoloracdao, maior a quantidade de radicais sequestrado, logo,
maior atividade antioxidante avaliada. Dentre os resultados, o solvente com maiores valores de
descoloragao, portanto, mais eficiente dentre os testados foi o metanol (10,92 + 1,83)% e menor
para éter de petroleo (6,69 + 1,61)%, no entanto, pelo teste de Tukey, ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os solventes estudados, para este método.

Tabela 2 — Resultado da Atividade Antioxidante e Compostos Fendlicos Totais.

Solvente
Método .
Metanol Acetona Hexano Eter de Petroleo
DPPH (% descoloragao) 10,92 +1,83% 8,10+£0,93* 798+3,27° 6,69 +1,61°%

ABTS (umol de Trolox/g de extrato) 28,64 +0,88% 9,58 £ 0,46° 9,43 +0,34° 3,21 +£2,65°

FRAP (umol de FeSO4/g de extrato) 40,23 +£0,69* 34,74 +297* 8,08 £ 2,86° 3,23 +1,05°

CFT (mg EAG/g extrato) 307,56 £ 18,15* 137,56 £ 1,46° 79,11 £ 1,6° 94,07 + 5,23¢

Fonte: o autor. Legenda: CFT — compostos fenolicos totais. EAG — Equivalente de acido galico. Nota: Letras
iguais sobrescritas em cada linha ndo apresentam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.

O segundo método testado para andlise da atividade antioxidante foi o ABTS, que
consiste na medicdo do sequestro do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS), com resultados expressos em pmol de Trolox/g de extrato, sendo que,
quanto maior a concentragdo de umol de Trolox/g de extrato, maior a atividade antioxidante
testada. No caso dos solventes testados, o que apresentou maior capacidade de extracdo de
compostos que possuem atividade antioxidante foi o metanol (28,64 + 0,88) umol de Trolox/g
de extrato, com diferencgas significativas entre ele e os outros solventes, atestado pelo teste de
Tukey, de modo que, ndo houve diferenca significativa entre o hexano e acetona, mas houve
entre estes dois e o éter.

Seguindo na medi¢do da atividade antioxidante foi utilizado o método FRAP, que
consiste na quantificagio da capacidade de redugdo do Fe*" ao Fe?", por meio de compostos
antioxidantes presentes na amostra, logo, quanto maior a concentragao de umol de FeSO4/g de
extrato, fonte de Fe**, maior a atividade antioxidante da amostra. Os solventes mais adequados
para essa analise foram o metanol (40,23 £ 0,69) umol de FeSO4/g de extrato e a acetona (34,74

+ 2,97) umol de FeSO4/g de extrato, sem diferencas estatisticas significativas pelo teste de
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Tukey, enquanto, apresentaram diferengas em relagcdo ao hexano e éter, aos quais, foram obtidos
resultados inferiores de atividade antioxidante.

Ja os compostos fenodlicos totais foram quantificados utilizando o método de Folin-
Ciocalteu, em que consiste na oxida¢ao do composto fenolico ocasionado pelo reagente de folin
(mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungstico), enquanto o molibdénio sofre redugao,
modificando a coloracdo da solucdo de amarelo para azul (Martins, 2012). O resultado foi
expresso em miligramas de &cido galico por grama de extrato (mg EAG/g extrato), com melhor
resultados para o metanol (307 + 18,15) mg EAG/g de extrato, seguido da acetona (137,56 +
1,46) mg EAG/g de extrato, com diferenca significativa entre todos os solventes pelo teste de
Tukey.

Pelas analises anteriores, o metanol apresentou melhor capacidade de extracao de
compostos antioxidantes e fendlicos, junto com a Acetona, em contrapartida o éter de petrdleo
e hexano apresentaram resultados inferiores ao esperado, indicando que os compostos que
apresentam atividade antioxidante t€ém carater polar. De forma similar, os compostos fenélicos,
possuem os grupamentos carbonila e hidroxila, sendo extraidos mais facilmente por solventes
polares como o metanol e a acetona do que por solventes apolares, como o hexano e o éter de
petréleo, explicando assim os melhores resultados para o metanol.

Esse efeito de polaridade pode ser observado em outros estudos, como o de Irfan e
colaboradores (2022), em que buscaram compreender como o método de extragdo e o solvente
poderiam afetar na atividade antioxidante e composi¢ao de fenolicos totais do capim limao, de
modo que, foi utilizado a maceragdo e ultrassom como métodos de extragdo, acetona e etanol
como solventes. Em seus resultados, as extragdes realizadas por ultrassom com etanol, foram
as que apresentaram maior teor de fendlicos totais, obtendo 61,2 mg EAG/g de extrato dentre
seus de resultados, enquanto para as extragdes realizadas com a acetona apresentaram valores
menores, sendo de 55,2 e 50,9 mg EAG/g de extrato. De forma similar, o metanol apresenta
maior polaridade que o etanol, devido sua menor cadeia carbonica e maior localiza¢do das
cargas, o que pode explicar os melhores resultados encontrados pelo presente trabalho (307 +
18,15) mg EAG/g, em relagdo aos encontrados por Irfan e colaboradores (2022), no entanto, os
trabalhos se tornam similares ao demonstrar a acdo da polaridade na extracdo. Vale ressaltar
que a razao amostra-solvente utilizada nos dois trabalhos (mas se diferenciando pela técnica de
extracdo, maceracao realizada pelo presente trabalho e ultrassom realizada pelos autores em
questdo), foi a mesma, ou seja, de 1:20, permitindo a comparacao direta de tais resultados.

Para o DPPH, Irfan e colaboradores (2022) alcangaram melhores resultados com 75%

de inibi¢ao do radical, com o uso da técnica de ultrassom, etanol a 70% e concentracao de 400
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ng/mL de amostra. Esses resultados foram superiores ao do presente trabalho, mas por diversos
fatores, dentre eles a quantidade de amostra utilizada e a técnica de extragdo. Os resultados do
presente trabalho se aproximam do obtidos a partir da técnica de maceracao, realizada com
etanol 50% e uma concentracao de 200 pg/mL, de modo que, o artigo encontra o valor de cerca
de 27,5%, enquanto o do presente trabalho é de 26%! para as amostras realizadas com metanol.
Em seu estudo, Nacer (et al. 2024), obteve resultados similares para o percentual de
inibi¢do do DPPH, para concentrac¢des de 3,125ug/mL de extrato (11,17 + 0,34) %, em relacao
aos obtidos no presente trabalho com extrato metanolico, mas, conforme aumentou a
concentragdo de extrato, os valores de inibi¢ao superaram o do presente trabalho, ainda assim,
com atividade antioxidante inferior ao dos conservantes BHT (Butil Hidroxitolueno) e BHA
(Butil Hidroxianisol), com valores de (11,69 + 1,88)% e (28,95+1,16)%, respectivamente.
Tazi e colaboradores (2024), em seu trabalho, exploraram o potencial biolégico do
capim limdo a partir do mapeamento de sua composi¢do quimica, compostos fenolicos e
atividade antioxidantes, a partir de trés extratos, aquoso, etanolico e metandlico. Dentre seus
métodos, utilizou o FRAP para a quantificagdo da atividade antioxidante, obtendo melhores
resultados a partir do extrato metandlico, de modo que, obteve 97,89% de inibicao do radical
livre no extrato metandlico, enquanto obteve 48,53% de inibi¢do no extrato etandlico. Esses
resultados corroboram com o do presente trabalho, ao qual, foi obtido um resultado melhor com
o metanol em relagdo aos outros solventes. No entanto, esse estudo obteve resultados mais
significativos para a atividade antioxidante realizada pelo DPPH, de modo que, obteve inibicao
de cerca de 70% do radical, com condig¢des similares ao realizada pelo presente trabalho.
Portanto, corroborando com os resultados de Irfan e colaboradores (2022), Nacer (et al.
2024) e Tazi e colaboradores (2024), o capim limdo apresenta atividade antioxidante e
compostos fenolicos totais acentuada, mas que depende dentre outros fatores como o método
de extragdo e, principalmente, o solvente utilizado, sendo os mais adequados aqueles de

polaridade elevada, como o metanol, que apresentou resultados consideraveis.

! Valor calculado a partir da equagio dada pelo artigo: DPPH radical% Inhibition = Control absorbance (4g) —
Lemongrass leaves extract absorbance (4;) % 100.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o capim-limao apresenta composi¢ao
quimica rica em compostos com reconhecida atividade bioldgica, sendo o citral o constituinte
majoritario do 6leo essencial analisado. Os testes de atividade antioxidante e de quantificagdo
de compostos fenolicos mostraram que o solvente exerce papel determinante na eficiéncia da
extracdo. Entre os solventes avaliados, o metanol foi o mais eficiente em extrair compostos
fenolicos e substancias com capacidade antioxidante, seguido da acetona, enquanto hexano e
éter de petréleo apresentaram desempenho inferior, devido a sua baixa polaridade. Esses
resultados reforgcam que compostos fendlicos e antioxidantes presentes no capim-limao sao
majoritariamente polares, sendo mais bem extraidos por solventes igualmente polares. Além
disso, os valores obtidos para a atividade antioxidante se alinham a literatura, demonstrando
que o capim-limao possui significativo potencial bioativo. Portanto, este estudo contribui para
a compreensao dos fatores que influenciam a extracdo de compostos antioxidantes da planta e
destaca a relevancia de sua aplicacdo em areas como alimentos, farmacologia e conservagao de

produtos, além de fornecer base cientifica para os usos populares associados a espécie.
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APENDICE A - RESULTADOS DPPH EXPRESSOS EM ICso

Resultados ICso
Amostras ICs0 pg/mL ICs0 mg/mL
Metanol 932,05 + 142,44 0,93 +0,14
Acetona 1245,20 + 135,93 1,25 £ 0,14
Hexano 1391,31 + 516,96 1,39 £ 0,52

Eter de Petroleo

1551,48 + 355,73

1,55+0,36
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ANEXO A - ESPECTROS DE MASSA
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