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RESUMO

A tansagem é uma antiga planta medicinal que é conhecida ha séculos em todo o
mundo, mas ainda é considerada erva daninha por muitas pessoas. Muitas destas
plantas daninhas, também denominadas de ‘“invasoras”, “mato” ou “ingo”, a
exemplo da tansagem, sdo plantas alimenticias ndo convencionais (PANC)
mesmo que em desuso na atualidade, pela maioria da populacdo. Existem muitos
tipos de tansagem, sendo a Plantago major a de maior valor medicinal e a
Plantago tomentosa amplamente distribuida pelo territério brasileiro e menos
estudada. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar e comparar as
sementes de tansagem (P. major e P. tomentosa) quanto a composi¢cao
centesimal, avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana e da toxicidade
de extratos obtidos por extracdo fracionada e sequencial com solventes de
polaridade crescente (n-hexano, diclorometano e etanol). Na composicdo
centesimal das sementes obteve-se 10,51 e 9,47% de teores de umidade, 16,78 e
17,44% de proteina bruta, 0,10 e 0,11% de lipidios, 58,87 e 59,08% de
carboidratos totais, 2,98 e 3,86% de cinzas brutas e 10,78 e 10,04% de fibra bruta
para P. major e P. tomentosa, respectivamente. Em relacdo aos extratos, quanto
ao teor de fendis totais, obteve-se uma maior concentracdo na P. major (377,98
MgEAG/g) em comparagdo com a P. tomentosa (64,29 mgEAG/g). Para o teor de
flavonoides totais, obteve-se uma maior concentragdo na P. major (211,42
mMgEQ/g) em relacdo a P. tomentosa (156,70 mgEQ/g). E para taninos totais
obteve-se um teor de 4.590 mg/100g para a P. major e 1.088 mg/100g para a P.
tomentosa. Ja na atividade antioxidante, a extracdo com etanol da P. major
apresentou o melhor ICso de 0,019 mg/mL. Em P. tomentosa, o melhor valor de
ICs0 foi de 0,139 mg/mL no extrato diclorometanico. Verificou-se que 0s extratos
das sementes de tansagem possuem boa concentragdo inibitoria minima (CIM)
frente & Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Salmonella choleraesuis para todos os extratos (n-hexano, diclorometano e
etanol). Os extratos de diclorometano e etanol de ambas as sementes nao
apresentaram toxicidade frente a larva da Artemia Salina. Somente os extratos de
n-hexano apresentaram toxicidade, com CLso de 58,88 ug/mL para a P. tomentosa
e CLso de 621,75 pg/mL para a P. major. O uso de extracdo por maceracao a frio
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fracionada e sequencial com solventes de diferentes polaridades das sementes
de tansagem sao uma alternativa para otimizar o processo de extracao e obter
melhores atividades biolégicas. P. tomentosa e, principalmente P. major se
destacaram em relagdo ao teor de fendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante, demonstrando assim, uma excelente oportunidade de utilizar
sementes de uma planta, muitas vezes negligenciada, visto que 0s seus extratos,
exceto para n-hexano, apresentaram atividades antioxidante e antimicrobiana,
sem apresentar toxicidade frente a A. salina.

Palavras-chave: P. major, P. tomentosa, fendis totais, flavonoides totais, taninos
totais, planta alimenticia ndo convencional (PANC).
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ABSTRACT

Tansagem (broadleaf plantain) is an ancient medicinal plant that has been known
for centuries around the world but is still considered a weed by many people.
Many of these weeds, also called "plant invaders", like tansagem, are
unconventional food plants (UFPs), even in disuse in the present day by the
majority of the population. There are many types of tansagem, being the Plantago
major with major medicinal value, and P. tomentosa widely distributed by the
Brazilian territory and less studied. In this sense, the objective of this work was
analyse and compare seeds of tansagem (P. major and P. tomentosa) to the
centesimal composition, evaluation of antioxidant and antimicrobial activities and
the toxicity of extracts obained by fracioned and sequential extraction with solvents
of crescent polarity (n-hexane, dichloromethane e ethanol). In the centesimal
composition of the seeds, 10.51 and 9.47% of moisture contents, 16.78 and
17.44% of crude protein, 0.10 and 0.11% of lipids, 58.87 and 59, 08% of total
carbohydrates, 2.98 and 3.86% of crude ash and 10.78 and 10.04% of crude fiber
were obtained, for P. major and P. tomentosa, respectively. Regarding the
extracts, total phenol content was higher in P. major (377.98 mgEAG/g) compared
to P. tomentosa (64.29 mgEAG/g). For the total flavonoid content, a higher
concentration in P. major (211.42 mgEQ/g) was obtained in relation to P.
tomentosa (156.70 mgEQ/g). For total tannins, a content of 4.590 mg/100g was
obtained for P. major and 1,088 mg/100g for P. tomentosa. In the antioxidant
activity, the ethanol extraction of P. major showed the best IC50 of 0.019 mg/mL.
In P. tomentosa, the lowest ICso value was 0.139 mg/mL in the dichloromethane
extract. It was found that the extracts of the seeds had a minimum inhibitory
concentration (MIC) against Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli and Salmonella choleraesuis for all extracts (n-hexane,
dichloromethane and ethanol). The dichloromethane and ethanol extracts of both
seeds showed no toxicity to Artemia salina larvae. Only extracts of n-hexane
showed toxicity, with LCso of 58.88 ug/mL for P. tomentosa and LCso of 621.75
pg/mL for P. major. The use of fractionated and sequential cold maceration
extraction with solvents of different polarities of the tansagem seeds is an
alternative to optimize the extraction process and obtain better biological activities.
P. tomentosa, and especially P. major, showed a remarkable opportunity to use
seeds of a plant, often neglected, since their extracts, except for n-hexane,
presented antioxidant and antimicrobial activities, without toxicity to A. salina.



Key words: P. major, P. tomentosa, total phenols, total flavonoids, total tanins,
unconventional food plants (UFPS).
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1. INTRODUCAO

O homem através do seu conhecimento empirico e estudos observou
que a presenca de substancias encontradas nas plantas quando usadas sob
a forma de mistura complexa ou transformada podem beneficiar o organismo
(SILVA, PELINSO & CAMPELO, 2010). Neste contexto, a utilizagdo das
plantas tem sido uma pratica generalizada pela medicina popular tanto nas
zonas urbanas como rurais, de forma alternativa ou complementar aos
tratamentos da medicina convencional (DORIGENI et al., 2001). Também, o
uso das plantas medicinais possibilita resgatar e preservar o conhecimento
popular das comunidades (SILVA, PELINSO & CAMPELO, 2010).

O género Plantago (Plantaginaceae) é amplamente distribuido em todo
0 mundo, incluindo 275 espécies (SAMUELSEN, 2000). Muitas plantas
também possuem potencial alimenticio, embora sejam classificadas como
“plantas invasoras” ou “rudeiras” (ROSSI et al., 2005), denominadas como
“‘daninhas” ou “incos”, pois permeiam entre as plantas cultivadas (KINUPP,
2007). Como exemplo pode-se citar a tansagem que € uma PANC (Planta
Alimenticia N&o Convencional).

A tansagem €& uma antiga planta medicinal, conhecida h& séculos em
todo o mundo, considerada como erva daninha (SAMUELSEN, 2000). As
espécies Plantago major e Plantago tomentosa tem origem no Norte da
Europa e Asia Central, adaptando-se bem a regides tropicais (VELASCO-
LEZAMA et al., 2006). No Brasil, a tansagem € encontrada em diversos
dominios fitogeogréaficos, especialmente em terrenos Umidos e em climas
temperados: Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa, sendo
encontrada desde o norte até o sul do pais (BRASIL, 2014).

Existem muitos tipos de tansagem, sendo a P. major a de maior valor
medicinal (SAMUELSEN, 2000), a qual € utilizada como agente anestésico,
antiviral, antiinflamatorio, adstringente, anti-helmintico, analgésico, analéptico,
anti-histaminico,  anti-reumatico,  antitumoral,  anti-Glcera,  diurético,
expectorante e hipotensivo na medicina popular (BRASIL, 2014). A planta faz

parte da lista de drogas vegetais notificadas, inserida na Resolugdo RDC n°



10, de 10 de marco de 2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2010).

Dentre os diversos compostos que sdo encontrados na espécie P.
major, destacam-se aqueles que possuem atividades biol6gicas
(SAMUELSEN, 2000). Na literatura sado encontrados alguns trabalhos que
descrevem essas atividades em extratos da planta P. major (aquosos fluidos,
incluindo decoctos e infusos, extratos aquosos secos, extratos hidroalcoolicos
secos, extratos hidroalcoolicos fluidos, extratos metanolicos fluidos e extratos
metandlicos secos), como fendis, flavonoides, esterois, taninos, carboidratos
(ALARCON-AGUILAR et al., 2006; ATTA et al., 2004), saponinas, alcaloides
(ALARCON-AGUILAR et al., 2006), e triterpenos (ATTA et al., 2004).

Desse modo, para obtencdo dessas atividades biolégicas das
sementes de tansagem diferentes métodos de extracdo sdo empregados
como, maceragdo estatica e dindmica, decocc¢do, infusdo, turbdlise,
percolagcdo em aparelho tipo Soxhlet, refluxo e extragdo em banho de
ultrassom (BRASIL, 2014). Dentre esses métodos a extracdo por maceragao
a frio visa preservar compostos termossensiveis, ja que todo o processo €&
mantido em temperatura baixa e controlada.

A maceracdo pode ser realizada de duas formas, a sequencial e a
fracionada. Na sequencial sdo extraidos compostos mais seletivos, de acordo
com o solvente empregado que tenha afinidade com as propriedades
quimicas a serem extraidas (AZMIR et al., 2013). Além disso, podem ser
usados mais de um solvente com diferentes graus de polaridade, onde os
compostos ndo desejados podem ser extraidos em outro solvente, fazendo
assim, uma selecao natural (PATEL et al., 2016). J& na extracao fracionada, o
objetivo € obter um melhor rendimento do extrato, pois ao se aplicar o
fracionamento dos solventes, evita-se a saturacdo dos mesmos, reduzindo o
tempo de extracdo e melhorando seu desempenho.

O método de extragcdo com solventes organicos pode ser promissor,
por apresentar maior solubilizacdo de substratos/produtos, ter uma maior
reducdo da inibicdo/toxicidade de substratos/produtos e maior deslocamento
do equilibrio quimico. Também por apresentar uma melhor recuperacdo de
substratos/produtos e concentragdes elevadas de produtos no isolamento e



purificagdo. A solubilidade do composto a ser extraido depende das suas
caracteristicas hidrofilica ou lipofilica, bem como a polaridade do solvente que
também tem impacto sobre a eficacia da extracdo. Dentre os solventes
utilizados na extracdo pode-se destacar o n-hexano, acetato de etila e etanol
que sdo capazes de extrair compostos fendlicos, flavondicos e terpenos
(PATEL et al., 2016).

Na literatura sdo encontrados alguns estudos de extracdo com a
semente de P. major no Egito (KOBEASY et al. 2011), no Ird (SOURI et al,
2008), na China (YANLING, 2017) e na Noruega (SAMUELSEN, 2000).
Porém, na literatura consultada ndo foram encontrados relatos cientificos
estudando a extracdo com a semente da P. tomentosa, sendo essa planta
encontrada em todo o territério brasileiro, principalmente na regido Sul do
Brasil (VELLOSSO et al., 2007). Neste sentido, considerando o alto potencial
das espécies de Plantago como fonte de compostos biologicamente ativos e a
falta de informacdo sobre P. tomentosa, este trabalho buscou quantificar e
comparar a composi¢cado quimica e as atividades biolégicas de extratos das
sementes de P. major e P. tomentosa, obtidos por extragdo fracionada e
sequencial empregando solventes de diferentes polaridades (n-hexano,
diclorometano e etanol).



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Analisar e comparar as sementes de tansagem (Plantago major e
Plantago tomentosa) quanto a composicdo centesimal das sementes, e
avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana, e a toxicidade de extratos
obtidos por extracdo fracionada e sequencial com solventes de diferentes

graus de polaridade.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar as sementes de tansagem da P. major e P. tomentosa
guanto a umidade e composicdo centesimal (proteina, gordura, cinza, fibra e
carboidrato);

e Realizar a extracdo fracionada e sequencial com solventes de
diferentes polaridades (n-hexano, diclorometano e etanol) e avaliar o
rendimento de extracdo de sementes das duas espécies de tansagem;

e Determinar o teor de fendis totais, flavondides totais e taninos totais
dos extratos obtidos;

e Avaliar e comparar a atividade antioxidante dos extratos obtidos, pelo
método de captura de radicais livres com DPPH,;

e Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos,
pela determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM);

e Avaliar a toxicidade dos extratos obtidos, sobre nauplios de Artemia

salina.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nomenclatura Popular

A espécie Plantago major €& conhecida como tanchagem maior
(OLIVEIRA et al.,2012), tranchagem (RODRIGUES et al., 2006), transagem
(OLIVEIRA et al., 2010), tansagem (PEREIRA et al., 2012), plantagem,
trancagem (DE ALBUQUERQUE et al., 2007), ou ainda, como tancagem
(ALBERTASSE et al.,, 2010). No Peru e em outros paises castelhanos, a
espécie € conhecida tradicionalmente como "llantén" (ROIG, 1988; TORRI,
2013). Ja na América do Norte e em outros paises de lingua inglesa, é
denominada de "broad-leaf plantain”, "broad-leaved plantain", "cart-track-
plant”, "great plantain”, "white-man's-foot", ou ainda, somente de "plantain”
(BRAKO et al., 1995; SPRING, 1989). Na China tem como nome popular: "da
che gian" (WU et al., 2011).

O nome popular "plantain" é utilizado para designar tanto P. major,
quanto espécies de Musa, como Musa acuminata Colla e Musa paradisiaca
(MISSOURI, 2014 apud BRASIL, 2014). P. tomentosa € uma planta invasora,
sendo a espécie mais comum no Brasil, encontrada vastamente nas regides

sul do pais (VELLOSSO et al., 2007).

3.2. Descricdo Macroscoépica da Tansagem

A P. major € uma planta herbacea, perene, ereta, ndo possui caule,
pode chegar até 40 cm de altura. Suas folhas crescem em forma de roseta
basal, com peciolo longo, lamina membranacea com enervacao paralela e
suas extremidades sao irregularmente dentadas. As flores sdo pequenas,
marrom-esverdeadas, hermafroditas e estdo dispostas em longas espiculas
nao ramificadas de até 25 cm que crescem da base da roseta. A P. major é
polinizada pelo vento e produz grande quantidade de sementes, até 20.000
por planta. Suas sementes sdo pequenas e ovais (0,4-0,8 x 0,8-1,5 mm) e

possuem sabor levemente amargo (TUTIN et al., 1976). As folhas e sementes



sdo as partes da planta mais comumente utilizadas na medicina tradicional
(VELASCO-LEZAMA et al., 2006).

A P. tomentosa € uma planta perene, herbacea, acaule, ereta,
densamente pubescente, com inflorescéncias espiciformes eretas e marrons,
de 20-40 cm de altura (LORENZI, 2008). As flores se transformam em frutos
(sementes) que séo facilmente colhidas raspando-se entre os dedos toda
inflorescéncias. A multiplicacdo ocorre apenas por sementes. Plantago
australis e P. tomentosa sdo nativas do sul do Brasil (VELLOSSO et al.,
2007).

As sementes ficam espessas quando umedecidas por causa de
polissacarideos presentes no revestimento da semente e podem ser fixados a
animais e humanos e assim serem espalhados por grandes distancias
(SAMUELSEN, 2000). A Figura 1 demonstra uma imagem das duas espécies
de tansagem P. major e P. tomentosa, a qual se diferencia principalmente no

formato e altura das folhas.

Figura 1. Imagem das duas espécies de tansagem (a) P. major e (b) P.

tomentosa.

Fonte: O Autor



3.3. Usos Populares

P. major é utilizada tradicionalmente para mdultiplas enfermidades,
variando de acordo com a parte da planta utilizada. As folhas sé&o
empregadas na medicina tradicional para tratamento de: feridas (NEVES, et
al., 2009; ALBERTASSE et al., 2010; CORNARA, et al., 2010; SAVIKIN, et al.,
2013), furinculos (CORNARA et al., 2010; CAMEJO-RODRIGUES et al.,
2003), abscessos (POLAT et al., 2012; SEZIK et al., 2001), cortes (TUZLAC &
AYMAZ, 2001; SAVIKIN et al., 2013), picadas de abelha (CORNARA et al.,
2010), picadas de insetos (MIRALDI et al., 2001; VITALINI et al., 2009),
injurias oculares (NEVES et al., 2009; GOMEZ-ESTRADA et al., 2011; POLAT
et al., 2012), disfonia (MIRALDI et al., 2001), resfriados, dor de dente
(MIRALDI et al., 2001; PIERONI, 2000; SUZUKI & MASHU, 2010), tabagismo
(PEREIRA et al., 2012), gengivite, dor de ouvido (SAGANUWAN, 2010), para
problemas de voz e rouquidéo, problemas na garganta (OLIVEIRA & MENINI
NETO, 2012; PEREIRA et al., 2012; ALBERTASSE et al.,, 2010), acne
(UNSAL et al., 2010) e hemorroidas (SEZIK et al., 2001).

O uso interno das folhas € indicado popularmente para limpeza
sanguinea (CAVENDER, 2006), acidente vascular cerebral (DE
ALBUQUERQUE et al., 2007), infec¢bes (OLIVEIRA & MENINI NETO, 2012;
OLIVEIRA, 2010), dores renais (GOMEZ-ESTRADA et al., 2011), diarreia
(MIRALDI et al., 2001; PETKEVICIUTE et al., 2010), dores de estdmago e
digestivas (POLAT et al., 2012), hemorragias (NEVES et al.,, 2009;
SAGUNUWAN, 2010; MIRALDI et al., 2001; SEZIK et al., 2001), verminoses
(MIRALDI et al, 2001), ulceras e fistulas (NEVES et al., 2009;
PETKEVICIUTE et al., 2010; POLAT et al., 2012), fluxo menstrual abundante,
fogachos (OSOSKI et al,. 2002), ictericia (PURKAYASTHA et al., 2005),
tuberculose, cancer, estomatite, esplenite, pneumonia, hemofilia, estranguria,
epilepsia, elefantiase, hidropisia, problemas cardiacos e trombose
(SAGANUWAN, 2010).

As folhas ainda sdo usadas como antissépticas (PIERONI, 2000),
depurativas (PEREIRA, 2012; REHECHO et al., 2011; PIERONI, 2000),
hemostéticas, antibacterianas, supurativas (PIERONI et al., 2005), diuréticas



(NEVES et al., 2009, REHECHO et al., 2011), desinfetantes, anti-inflamatorias
(REHECHO et al., 2011), antipiréticas ( TUZLAC & AYMAZ, 2001; SEZIK et
al., 2001), para recuperacao pos-parto (TORRI, 2013), bem como no combate
ou neutralizacdo dos efeitos causados por animais peconhentos ou
venenosos, tais como escorpides, aranhas ou lagartos venenosos (VASQUEZ
et al., 2013). O uso das folhas em associagdo com outras plantas é descrito
para o tratamento de tosse (PETKEVICIUTE et al., 2010), reumatismo (SANZ-
BISET et al., 2009; MARC et al., 2008), calculos renais, fraturas Osseas,
lesbes de pele e, também, para purificacdo renal e sanguinea (SANZ-BISET
et al., 2009).

As sementes de P. major sao indicadas no tratamento de disenteria,
febre (BADSHAH & HUSSAIN, 2011; FLEURENTIN & PELT, 1983),
hemorroidas (SEZIK et al., 2001); sendo descrita também sua utilizacdo em
associacdo a outras plantas como emoliente em casos de tosse e dor de
garganta (MIRALDI et al., 2001), assim como para combate de miomas
uterinos (OSOSKI et al., 2002). Os frutos tém aplicacdo como adstringentes,
tbnicos, estimulantes, antissépticos, antipiréticos, incluindo combate a
desordens estomacais e disenteria (HAQ & AHMAD et al., 2011).

A propriedade adstringente conferida pelos taninos, encontrados nas
folhas de P. major, forma revestimentos protetores, atenuando a sensibilidade
e dificultando infeccbes, além de proporcionar uma acdo hemostatica. Ja as
sementes de P. major possuem acdo laxativa, por absorver grande
quantidade de agua, estimulando o peristaltismo (SAMUELSEN, 2000).

Na etnofarmacologia, as partes aéreas de P. major sédo utilizadas em
casos de tosse, bronquite (SANZ-BISET et al., 2009; SAVIKIN et al., 2013),
febre, desconforto gastrintestinal (SANZ-BISET et al., 2009), embolia
(TUZLAC & AYMAZ, 2001) e no combate ou neutralizacdo dos efeitos
causados por animais peconhentos ou venenosos, tais como escorpides,
aranhas ou lagartos venenosos (VASQUEZ et al., 2013). Os caules tém
aplicacdo como emolientes, antitussigenos e estimulante (YOUNOS et al.,
1987). As raizes séo utilizadas para tratamento de diabetes, infec¢ao urinaria
(AHMAD & HOLDSWORTH, 2003), ulceras gastricas, feridas



(PETKEVICIUTE et al., 2010), canceres (REHECHO et al., 2011) e em casos
de menorragia (SEZIK et al., 2001).

Por fim, a planta inteira é aplicada para tratamento de disturbios
hepéticos e estomacais (ORDONEZ, 2007; MOLARES & LADIO, 2009),
feridas e queimaduras (NAMSA et al.,, 2009), infeccbes na garganta
(RODRIGUES & GUEDES, 2006; OLIVEIRA, 2010), menorragia, dismenorreia
(OSOSKI et al., 2002), pressao alta, inflamacdo (RODRIGUES & GUEDES,
2006 ), inflamacao uterina (SAHEBKAR & EMAMI, 2013), dor ao urinar
(SPRING, 1989; SANTOS et al., 2008) e de bexiga (SANTOS et al., 2008),
infeccdo pelos virus das hepatites A, B e C (MOLLIK et al., 2012), como
expectorante (ORDONEZ, 2007), antialérgica e colerética (DENDEN et al.,
2010) e em ulceras da pele causadas por Leishmania (FRANCA et al., 1996).

Oliveira et al. (2007), realizaram uma reviséo bibliografica sobre plantas
medicinais indicadas para, especificamente, afec¢des odontoldgicas, fazendo
uso de livros, artigos e sitios eletrbnicos cientificos e populares. Foram
encontradas 132 espécies citadas como Uteis no tratamento dessas afeccoes,
estando dentre as mais citadas, P. major. As partes da planta utilizadas para
esse fim foram as folhas, sementes e raizes, na forma de infusédo e tintura
(BRASIL, 2014).

Muitas plantas também possuem potencial alimenticio, embora sejam
classificadas como “plantas invasoras” ou “rudeiras” (ROSSI et al., 2005),
denominadas como “daninhas” ou “ingos”, pois permeiam entre as plantas
cultivadas, porém, sdo espécies com grande importancia ecoldgica e
econbmica. Muitas espécies sao plantas alimenticias mesmo que em desuso,
na atualidade, pela maioria da populagdo (KINUPP, 2007) a exemplo da
tansagem que € uma PANC (Planta Alimenticia Nao Convencional), onde
suas folhas podem ser utilizadas na culinaria na forma de saladas, refogados,
omeletes, e suas sementes no preparo de péaes, bolachas e biscoitos ou in
natura, raspando a espiga para retirar as sementes e esfregando com as
maos para a retirada das cascas. Plantago coronopus é comestivel e cozida
como um vegetal na cozinha tradicional dos Balcas, suas folhas séo
ingredientes de salada na Franca e na Italia, e € uma cultura potencialmente

importante para a alimentagéo animal (GALVEZ et al., 2005).
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3.4. Obtencéao de Extratos
3.4.1. Extracdo com Solvente Organico

A extracdo é a principal operacdo para preparacdes botanicas (SHI et
al., 2002). Para a obtencdo de compostos com atividade biolégica sdo obtidos
extratos, para retirar de forma mais seletiva e completa possivel, as
substancias ou fracdo ativa, utilizando, para isso, um liquido ou mistura de
liquidos tecnologicamente apropriados (SIMOES, 2004).

A eficiéncia da extracdo de qualquer método convencional depende
principalmente da escolha de solventes (COWAN, 1999 apud AZMIR et al.,
2013). A polaridade do composto alvo € o fator mais importante para a
escolha do solvente. A afinidade molecular entre o solvente e o soluto, a
transferéncia de massa, 0 uso de co-solvente, a seguranca ambiental, a
toxicidade humana e a viabilidade financeira também devem ser consideradas
na selecdo de solventes para a extracdo de compostos bioativos (AZMIR et
al., 2013).

A separagcdo de compostos de produtos naturais pode ser conseguida
pela transferéncia destes de uma fase para outra (solido-liquido, liquido-
liquido) dentro de um processo industrial. A extracdo por solvente utiliza as
diferencas em interacdes intermoleculares na fase liquida (WENNERSTEN,
1992). No processamento industrial, muitos produtos s&o separados de sua
estrutura natural original por extracdo soélido-liquido, como por exemplo, na
producéo de Oleos vegetais, utilizando solventes organicos, tais como hexano,
acetona e éter. Na extracdo por solvente, duas fases estdo em contato intimo
e o(s) soluto(s) pode(m) se difundir do sélido para a fase liquida, resultando
na separacdo dos componentes contidos originalmente no solido
(GEANKOPLIS, 2003).

A extragdo por solvente é uma operacdo de transferéncia de massa
amplamente utilizada na induUstria de alimentos para retirar o Oleo de
sementes/e ou polpas oleaginosas. Apés terem seu tamanho reduzido, estas

sementes sdo colocadas em contato com o solvente, de maneira que ocorra a
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transferéncia do Oleo da fase sélida para a fase liquida (PERRY & CHILTON,
1986).

Nas extracbfes com solventes organicos podem ser utilizados alcoois
(metilico, etilico e propilico), hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona,
agua e éter de petréleo (MEZZOMO, 2008). O método de extracdo com
solventes orgéanicos apresenta solubilizacdo de substratos/produtos, com
reducdo da inibicdo/toxicidade de substratos/produtos e maior deslocamento
do equilibrio quimico. Também apresenta uma boa recuperacdo de
substratos/produtos e concentracdes elevadas de produtos no isolamento e
purificacao.

Os teores de constituintes totais em derivados vegetais dependem do
processo de extracdo e suas variaveis, como o0 solvente utilizado. A
solubilidade de substancias se da em funcdo de uma afinidade quimica
existente entre as espécies em um sistema em relacdo a polaridade
(MEZZOMO, 2008). Segundo Barwick (1997), a polaridade pode ser definida
como a habilidade da molécula em participar de interacbes de todas as
espécies com outras moléculas de polaridade similar. A polaridade do
solvente interfere na extracdo, podendo extrair flavonoides glicosilados no
extrato etandlico ou flavondides livres no extrato em acetato de etila
(CECHINEL FILHO, 1998). Substancias fendlicas tém maior afinidade por
solventes polares como etanol e acetato de etila (SPAGOLLA et al. 2009;
TIWARI et al., 2011).

Dentre o0s solventes utilizados em extracbes com diferentes
polaridades, destacam-se: n-hexano (polaridade 0) por apresentar polaridade
nula; acetato de etila (polaridade 4,4) por apresentar bons resultados na
literatura na extracdo de compostos fendlicos; etanol (polaridade 5,2) por ser
utilizado comumente nas industrias de extracdo de Oleos comestiveis; e 0
diclorometano (polaridade 3,1) por apresentar polaridade intermediaria entre
os solventes utilizados (NUCLEAR, CAQ IND. & COM. LTDA apud
MEZZOMO, 2008).
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3.4.2. Maceracao

Diferentes métodos para a extracdo de tansagem sdo empregados,
entre eles a maceracdo estatica e dinamica, decoccdo, infusdo, turbdlise,
percolacdo em aparelho tipo Soxhlet, refluxo, banho de ultrassom e
maceracdo (BRASIL, 2014). A maceragdo é o nome dado a uma
operacdo fisica que consiste em retirar ou extrair de um corpo,
certas substancias que sdo consideradas principios ativos. Esses principios
ativos podem ser posteriormente utilizados com certas finalidades,
quer farmacoldgicas, quer quimicas. A maceracdo € normalmente feita
moendo previamente o0 corpo ou substancia a macerar, seguindo-se a
utilizacdo de um solvente para extracado dos principios ativos. A maceracao a
frio, visa preservar compostos termossensiveis, jA que todo o processo €
mantido em temperatura baixa e controlada (SIMOES et al., 2010).

A maceracado pode ser sequencial e fracionada; na sequencial, se
extrai compostos mais seletivos, pois a depender do composto que se deseja
extrair, deve-se escolher o solvente que tenha maior afinidade com as suas
propriedades quimicas, fazendo assim o uso de solventes com diversos graus
de polaridade (AZMIR et al., 2013). Outra vantagem da extracdo sequencial é
gue, como 0s compostos tem mais afinidade por determinado solvente,
usando mais de um solvente com polaridade diferente, os compostos néo
desejados serdo extraidos em outro solvente, fazendo assim, uma selecéo
natural (faxina), como € o caso do n-hexano, do acetato de etila e do etanol
gue sao solventes capazes de extrair compostos fendlicos, flavondicos e
terpenos (PATEL et al., 2016). Ja na extracdo fracionada obtém-se um melhor
rendimento do extrato, pois ao se aplicar o fracionamento dos solventes,
evita-se a saturacdo dos mesmos, reduzindo assim o tempo de extracdo, bem
como melhorando seu desempenho.

As solugles extrativas utilizadas sado os derivados de folhas, caules,
flores, sementes e raizes da planta. Destes extratos, os mais estudados sao
aquosos fluidos (incluindo decoctos e infusos), aquosos secos, hidroalcoolicos
secos, hidroalcoolicos fluidos, metandlicos fluidos e metandlicos secos. Além

dos derivados de extratos acetbnicos, hexanicos, cloroférmicos,
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diclorometéanicos, acetato de etila e acetonitrilicos secos, bem como extratos
fluidos diclorometanicos, cloroférmicos e obtidos por fluido supercritico
(BRASIL, 2014).

Dentre os métodos tradicionais de extragdo com solvente orgéanico
destacam-se a extragdo soxhlet e a maceracdo. O processo de maceracao
consiste em deixar a matéria prima em contato com o solvente por
determinado tempo, em recipiente fechado, a temperatura ambiente para
extrair os compostos de interesse. Este processo, mesmo utilizando agitacao,
pode resultar em longos periodos de extragdo sem renovacdo do liquido
extrator (MEZZOMO, 2008). A extracdo em Soxhlet possibilita uma extracao
altamente eficiente, com renovacdo de solvente a ciclo, empregando uma
guantidade reduzida de solvente. Contudo em ambos, o principal problema é
a necessidade de eliminacdo do solvente ap6s a extracdo, normalmente
realizado através da destilacdo, o que ocasiona a degradacdo térmica do
soluto e de seus componentes, além da presenca residual de solventes junto
com os compostos extraidos (SIMOES, 2004; ROSSO, 2009).

A extracdo é uma operacao unitaria que tem por objetivo a separacédo
de determinadas substancias a partir de diversas matrizes, sélidas ou
liguidas, através de processos quimicos, fisicos ou mecéanicos. A extracao
sélido-liquido envolve a remocdo de um componente desejado (o soluto)
usando-se um liquido (solvente) que é capaz de dissolver o soluto. Isso
compreende a mistura tanto em um Unico estagio quanto em multiplos
estagios, por um tempo predeterminado, para entdo, separar o solvente.
Durante o periodo de extracdo ocorre a transferéncia de massa dos solutos
para o solvente em trés etapas: inicialmente o soluto dissolve-se no solvente;
em seguida a solucdo penetra através da particula do alimento para sua
superficie e depois a solucdo torna-se dispersa no volume total do solvente
(FELLOWS, 2006; PEREIRA & STRINGHETA, 1998).

O material a ser submetido a extragdo € previamente triturado e
laminado a fim de facilitar a penetracdo do solvente, uma vez que pode estar
contido no interior das células (sendo removido por difusdo), também estara
em forma de uma camada em volta das particulas do material, sendo
removido por simples dissolucdo (MORETTO & FETT, 1998). Como resultado,
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tem-se uma extragdo com velocidade elevada no inicio e em seguida,
decrescente, ndo atingindo uma remocao completa, na pratica (MORETTO &
FETT, 1998). Desta forma, com o fracionamento do solvente, visa-se evitar a
saturacdo do mesmo.

Durante a extracéo, o tempo de contato deve ser suficiente para que o
solvente dissolva a quantidade suficiente de soluto e para que as mudangas
na composicdo alcancem o equilibrio. O tempo requerido depende da
solubilidade de um dado soluto no solvente selecionado, além da temperatura
de extracdo, area superficial e a viscosidade do solvente. A temperatura
normalmente € limitada devido aos custos elevados e resisténcia térmica do
soluto. Quanto menor for o tamanho da particula, maior sera superficie de
contato, o que por sua vez melhora a extracdo. A viscosidade do solvente
deve ser suficientemente baixa para facilitar a penetracdo do solvente nas
particulas sélidas. E quanto maior o fluxo do solvente, menor sera a camada
limite de soluto concentrado na superficie das particulas, o que aumenta a
extracdo (FELLOWS, 2006).

3.5. Composicéao Fisico-Quimica da Tansagem

A composicao fisico-quimica da tansagem é determinada por fatores
ambientais, condi¢des climaticas, sol, entre outras. Em estudo realizado por
Kobeasy et al. (2010) em relacdo a composicdo da P. major encontrada nas
sementes, obtiveram um teor de 15,01% de proteina bruta, 1,45% de gordura,
7,14% de cinza, 26,9 % de fibra bruta e 45,87% de carboidrato, as quais
podem ser utilizadas para a alimentacdo humana. Por outro lado, as folhas
apresentaram 14,5% de proteinas, 0,9% de gorduras, 16,8% de cinzas,
13,7% de fibra bruta e 48,89 % de carboidratos. Desse modo as sementes
apresentam maiores teores de fibras e proteinas quando comparando as
folhas.

De acordo com Romero-Baranzini et al. (2006) as sementes de
Plantago ovata contém 17,4% de proteina, 6,7% de gordura, 2,7% de cinza,

24,6% de fibra bruta e 48,6% de carboidrato. O teor de proteina difere entre
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as cultivares devido a diferengas no genétipo e nas condi¢cdes ambientais
durante o desenvolvimento e amadurecimento dos graos.

O teor de cinzas totais encontrado nas folhas de P. major, nos estudos
correspondentes, variou de 11,5 a 13,7% (DE LIMA NETO, 1991; BRAZ et al.,
2012). Os minerais extraidos da planta P. major em maiores quantidades sao
fésforo (0,28%), potassio (2,83%), calcio (1,26%), magnésio (0,37%) e
enxofre (0,22%), e em menor quantidade o boro (9 ppm), cobre (7 ppm), ferro
(288 ppm), manganés (60 ppm) e zinco (33 ppm) (DE LIMA NETO, 1991).
Nas folhas da planta foi encontrado alto conteddo de vitamina C
(45,1 mg/100g peso seco) e carotendides totais com valor de
aproximadamente a 8,51 mg/100g, onde o B-caroteno € o principal pigmento
(GUIL-GUERRERO, 2001).

As folhas desta planta haléfita mostraram ainda conter minerais em
niveis semelhantes aos da maioria dos vegetais, provando ser uma boa fonte
de elementos como o calcio, sddio, ferro e magnésio, bem como de varios
dos aminoéacidos essenciais, 0 que justifica seu uso na alimentacdo. Além
disso, sabe-se que outras espécies de Plantago, homeadamente P. major,
Plantago lanceolata (P. lanceolata) e Plantago media (P. media) sédo fontes
valiosas de aminoacidos e minerais, que podem contribuir para a sua
utilizacdo como ingrediente na nutricdo humana (GUIL-GUERRERO, 2001,
AMAGLO et al., 2010). Nao ha relatos na literatura especializada sobre a

composicao fisico-quimica das sementes da P. tomentosa.

3.6. Fendis Totais

Um grupo bastante comum de antioxidantes presentes em fontes
vegetais sdo os compostos fendlicos. Os fendlicos sdo conhecidos como
metabdlicos secundarios por ndo exercerem funcdo direta no
desenvolvimento do vegetal, mas exercerem funcdes de protecdo contra
herbivoros e micro-organismos, protecao contra a radiacdo ultravioleta, além
de atrativos na polinizacdo ou dispersdo de frutos (HAMMERSCHMIDT &
PRATT, 1987).
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Os compostos fenodlicos permitem a doag¢do do hidrogénio fendlico a
um radical livre, regenerando-o e interrompendo 0 mecanismo de oxidagao
por radical livre. Os fendis presentes em produtos naturais variam de
moléculas simples, como o acido fendlico a compostos polifendlicos grandes
e altamente polimerizados, como os taninos (JURISIC et al., 2005). Desta
maneira, os compostos fendlicos transformam-se em radicais livres e o0s
produtos intermediarios formados pela acdo destes antioxidantes sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico apresentada
por estas substancias (RAMALHO & JORGE, 2006).

Os polifendis tém capacidade de eliminacdo de radicais livres pela
neutralizacdo de oxidantes reativos perigosos, bem como quelantes de ions
metalicos (BRANTNER et al., 1994). Os compostos fendlicos sdo gerados do
metabolismo secundario das plantas e sdo essenciais para 0 seu crescimento
e reproducdo, no sentido de preservacdo da espécie contra o ataque de
insetos, por exemplo. Além disso, sdo elaborados em condi¢des de estresse
como, infec¢des, ferimentos, radiacbes UV-Visivel, dentre outras (NACZK &
SHAHIDI, 2004). Dentre os compostos fendlicos de fontes naturais, 0s que
mais se sobressaem sdo os acidos fendlicos e os flavondides (SOARES,
2002).

Os compostos fendlicos, em geral, sdo caracterizados como polares, e
sdo mais facilmente solubilizados em solventes de maior grau de polaridade,
como o etanol (polaridade de 5,2) e acetato de etila (polaridade de 4,4). No
entanto, ainda podem ser solubilizados em solventes apolares como o hexano
ou o diéxido de carbono (ANDRADE, 2011). Também podem existir tanto nas
formas solaveis em agua como nas formas ligadas a parede celular nos
tecidos vegetais. As formas solUveis em agua (extraiveis por solventes
polares, como agua, metanol e acetona) consistem em &acidos fendlicos
"livres" e ésteres (KRISTEN et al., 2011). Em sementes, acredita-se também
gue estes compostos sirvam como inibidores de germinacdo e, portanto,
desempenhem um papel importante na regulacdo da persisténcia de
sementes em bancos de sementes do solo (GALLAGHER & FUERST 2006
apud KRISTEN et al., 2011).
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Uma técnica bastante utilizada na investigacdo de extratos com
potencial antioxidante € a determinacdo do teor de fendlicos totais (TFT)
através do método de Folin-Ciocalteu. De acordo com Roginsk & Lissi (2005),
ainda que este método ndo caracterize ou expresse um valor de atividade
antioxidante, € um dos melhores para a estimativa da capacidade antioxidante
de alimentos. A técnica, que € bastante pratica, consiste na mensuracao dos
compostos fendlicos presentes na amostra, sendo que valores altos para o
TFT sugerem elevada atividade antioxidante. No método de Folin-Ciocalteu o
mecanismo € uma reacdo de oxi-reducdo, sendo que o sistema de teste
consiste numa mistura de tungstato e molibdato em meio basico. Neste meio
0os compostos fendlicos sdo oxidados, reacdo que resulta na formacdo do
radical superoxido, o qual reage com o molibdato formando o6xido de
molibdénio, que possui coloragao azul intensa (MEZZOMO, 2008; ROGINSK
& LISSI, 2005). O aparecimento da coloragcdo azul é mensurado através de
leitura da absorbancia, a qual serd proporcional ao conteddo de fendlicos
presentes no meio reacional. O conteudo de fendlicos totais € calculado a
partir de uma curva padrao de acido galico. O resultado da andlise, portanto,
€ expresso em EAG (equivalente em &cido galico). Diversos pesquisadores
tém utilizado os métodos do DPPH e de Folin-Ciocalteu na analise do
potencial antioxidante de produtos naturais (BISCAIA, 2007; CAMPOS et al.,
2008; CHAN et al., 2007 apud MEZZOMO, 2008).

Stef et al. (2010) avaliaram o teor de fendis totais em trinta e trés
espécies diferentes de plantas, dentre elas a P. major, pelo método de Folin-
Ciocalteu. O teor de fendis totais foi de 423 pg de Trolox/g. Este valor ficou na
média entre todas as plantas estudadas (conteldos variaram de 1168 a
1184 ug de Trolox/g). Souri et al. (2008) relataram que o teor de fendis
encontrados nas sementes P. major foi de 6,73 mg/g e Plantago ovata de
2,49 mg/g, onde enquadraram em trés grupos: alto (> 3,00 mg/g), moderado
(1,00-3,00 mg/qg) e baixo (<1,00 mg/g).

O conteudo de polifendis totais encontrados na parte aérea do vegetal
P. major, seca a temperatura ambiente, foi de 4,6% (MAKHMUDOV et al.,
2011). Ja o teor de flavonoides obtido das folhas em p6 foi de 0,09% (p/p),
valores esses expressos em relacdo a quercetina (CORDEIRO, 2005).
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Em estudo realizado por Makhmudov et al. (2011), onde foi feita
cromatografia em papel, usando sistema n-butanol:acido acético:agua
(40:12:28), possibilitou a identificacdo de onze compostos polifendlicos. O
acido galico, rutina, luteolina, isoramnetina, hiperosideo, quercetina, 1,2,3,4,6-
penta-O-galoil-B-D-glicose,  1,2,3-tri-O-galoil-pB-D-glicose, 1,3,4,6-tetra-O-
galoil-B-D-glicose, hexa-hidroxi-difenoil-1-(0-2-O-galoil-B-D-glicopiranosideo)-
1-(O-B-D-xilopiranosideo) diéster e hexa-hidréxi-difenoil-1-(O-B-D-
glicopiranosideo)-2-(0O-4-0O-galoil-B-D-glicopiranosideo) diéster foram
encontrados.

Barton et al. (2006) avaliaram a influéncia do cultivo solitario ou em
vizinhanca a outras plantas no crescimento e teor de iridoide glicosideos em
P. major. As folhas da planta, apés os cultivos em estufa, foram analisadas
por cromatografia gasosa. Observou-se o aumento no teor de aucubina
(iridoide glicosideo) (nas plantas cultivadas agrupadas), quando do cultivo
com plantas vizinhas, possivelmente associado a uma competicdo e defesa
da planta.

Muitos polifendis foram encontrados nos derivados das folhas de P.
major (CORDEIRO, 2005; IVANOVA et al., 2005; ZUBAIR et al., 2012), como
exemplo: plantamajosideo (ZUBAIR et al., 2011; ZUBAIR et al., 2012),
verbascosideo (ZUBAIR et al.,, 2011), acteosideo (RANDIC et al., 2008),
baicaleina (MAKSYUTINA, 1971), escutelareina e seus derivados glicosilados
(MAKSYUTINA, 1971; NISHIBE et al., 1995), luteolina (TOMAS-BARBERAN
et al., 1998), apigenina (TOMAS-BARBERAN et al., 1998; TOYODA et al.,
1997), esculetina (TOYODA et al., 1997), canferol (TOYODA et al., 1997),
acidos hidroxicinamicos, acido clorogénico e neoclorogénico (MAKSYUTINA,
1971), bem como outros derivados glicosilados (ZUBAIR et al., 2012; TOMAS-
BARBERAN et al., 1998).

Em estudo realizado com diferentes temperaturas de secagem das
amostras no conteudo de polifendis, observou-se que os conteudos de P1
(composto nao-identificado), plantamajosideo e P3 (outro composto nao-
identificado) foram 58, 68 e 52%, respectivamente. Esses teores foram mais
elevados nas amostras liofilizadas em comparagdo com as amostras secas a

50 °C. Verificou-se que a secagem do material vegetal sob temperaturas mais
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elevadas provocou diminuicdo nos teores dos compostos avaliados. Porém,
considerando os custos elevados do método de liofilizagdo, os autores
optaram pela secagem convencional do material vegetal sob temperaturas de
até 30 °C (ZUBAIR et al., 2011).

Nos extratos das sementes muitos dos compostos ja citados também
foram descritos como fendlicos (ZUBAIR et al.,, 2011; SOURI et al., 2008),
dentre eles o verbascosideo (EGOROV et al., 2004) e os polissacarideos
(SAMUELSEN et al., 1999).

Em uma revisao realizada por Ahmad et al. (2003), os autores relatam
0s compostos que foram isolados da P. major: acido ascérbico, acido ferdlico,
niacina, acido gentisico, plantagonina, planteose, acido salicilico, plantastina,
acido ursolico e acido vanilico. Ja na revisdo de Rgnsted et al. (2000), séo
relatados a aucubina e melitosideo, além de asperulosideo. Da planta
coletada no Egito foram isolados melampirosideo, plantarenalosideo e
ixorosideo. Majorosideo foi encontrado em cole¢des da Bulgéaria e Mongolia.
10-hidréximajorosideo e 10-acetéximajorosideo também foram encontrados.
Isolou-se, adicionalmente, acido geniposidico, gardosideo, verbascosideo e
plantamajosideo (KOBEASY et al., 2011).

Samuelsen (1999) apresenta uma extensa revisao sobre 0s compostos
ja isolados e identificados na planta. Nas sementes existem relatos da
presenca de carboidratos tanto mono, quanto polissacaridicos e de pectinas.
Acidos graxos também foram isolados das sementes, principalmente, os
insaturados. Na planta ainda foram encontrados os alcaloides indicaina e
plantagonina. Derivados do acido cafeico foram observados no extrato
metandlico, sendo o majoritario: plantamajosideo; enquanto que derivados do
acido clorogénico verificados no extrato aquoso. Flavonoides, iridoide
glicosideos, vitaminas e outros terpenos, como acidos ursolico e oleandlico,
foram isolados, principalmente, das folhas da P. major. Ndo ha relatos na
literatura especializada sobre o teor fendis totais nas sementes da P.

tomentosa.
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3.7. Flavondides Totais

Os flavonodides constituem uma classe de compostos fendlicos de
ampla distribuicdo no reino vegetal, com mais de 6.500 compostos diferentes
descritos e cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. (HARBORNE &
WILLIAMS, 2000). Sdo importantes para o crescimento, desenvolvimento e
defesa das plantas. Atuam como atrativos visuais favorecendo a colonizacao,
como um mecanismo de defesa contra o ataque de insetos e micro-
organismos e como protetores da radiacdo ultravioleta (MUSCUIETTI &
MARTINO, 2007).

Flavondides € o nome dado a um grande grupo de metabdlitos
secundarios sintetizados pelas plantas, vinculados a classe dos polifendis.
Sao encontrados em uma grande variedade de vegetais, sementes, cascas,
raizes, flores, folhas, frutas e bebidas, como os chas e o vinho tinto
(FELDMANN, 2001; WILLIANS, 2004). Sao consumidos regularmente na
dieta humana e, apesar de nao serem nutrientes, desempenham um
importante papel na saide humana. Atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
antialérgica, hepatoprotetora, antitrdbmbica, antiviral e anticarcinogénica dos
flavonoides ja foram encontradas em diversos estudos experimentais em
animais e humanos (MIDDLETON et al., 2000).

As flavonas luteolina e 6-hidroxi luteolina sado os principais flavonéides
encontrados nas folhas e caules de P. major, os quais foram extraidos por
maceracdo em etanol 70% e identificados por cromatografia e
espectrofotometria UV (KAWASHTY et al., 1994; NISHIBE et al., 1995). Em
testes realizados para a busca de metabdlitos secundarios em P. major, foram
encontrados resultados positivos para alcaloides e flavonoides, no p6 das
folhas da planta (CORDEIRO, 2005; CORDEIRO et al., 2006).

Alguns flavondides da P. major foram isolados, como a baicaleina,
hispidulina, plantaginina (YUTING et al., 1990) e escutalareina (SANZ et al.,
1999). Kawashty et al. (1994) isolou um grande numero de flavondides de P.
major no Egito: 7-glucésido de luteolina, 7-glucuronido de hispidulina, 7-
diglucésido de luteolina, 7-glucdsido de apigenina, 7-glucésido de nepetina e

6-hidroxi 4-metoxi 7-galactosido de luteolina.
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Em extratos das sementes de P. major diversos testes tiveram
resultados positivos para flavonoides, esterois, taninos, carboidratos
(ALARCON et al., 2006; ATTA et al., 2004), saponinas, alcaloides (ALARCON
et al., 2006) e triterpenos (ATTA et al.,, 2004). Ja para extratos das folhas,
compostos fendélicos em geral (BRAZ et al., 2012), flavonoides (CORDEIRO,
2005; CORDEIRO et al., 2006; ATTA et al., 2004; DE PAULA, 2010), taninos
(BRAZ et al., 2012; ATTA et al., 2004; ATTA et al., 2005), alcaloides
(CORDEIRO, 2005; CORDEIRO et al.,, 2006; ATTA et al.,, 2005), esterois
insaturados, triterpenos, carboidratos, lactonas/ésteres,
proteinas/aminoacidos (ATTA et al, 2005), antraquinonas reduzidas,
cumarinas e esteroides livres (DE PAULA, 2010) foram verificados.

A presenca de flavondides selecionados a partir de extratos de metanol
de P. major foram confirmados usando a técnica Cromatografia Liquida
Acoplada a Espectrometria de Massas - LC/MS (BEARA et al., 2009). A planta
inteira (100 g de planta seca) foi extraida em agua quente (1000 mL) durante
uma hora. Os flavondides isolados do extrato aquoso foram aucubina,
baicaleina, luteolina e baicalina, o glucurénido da baicaleina (CHIANG. et al.,
1994).

Braz et al., (2012) realizaram, também, a andlise cromatografica em
camada delgada (CCD) com a fase movel de tolueno:acetato de
etila:metanol:acido férmico (75:25:10:6) dos extratos das folhas de P. major.
Foi possivel verificar a presenca dos acidos cafeico e clorogénico.

A grande maioria dos estudos consultados relatam a avaliagdo de
derivados das folhas da planta. Derivados obtidos de raizes, partes aéreas e
da planta inteira também foram descritos. Para as folhas, iridoides
glicosideos, dentre eles: aucubina (LONG et al., 1995), assim como
xiloglicanos (HOFFMAN et al., 2005), polissacarideos, em especial a pectina
PMII (GORIN, 1965; OLENNIKOV et al., 2005), acidos triterpénicos (BAKER
et al., 1998): oleandlico (ZACCHIGNA et al., 2009; TARVAINEM et al., 2010) e
ursolico (ZACCHIGNA et al., 2009; OLENNIKOV et al., 2005) e acidos
organicos em menor quantidade: acido tartarico, acido citrico e acido
succinico (OLENNIKOV et al.,, 2005), bem como alguns compostos nao-
aromaticos (JAMILAH et al., 2012) foram relatados.
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Antibus et al. (1993) observaram nas raizes da planta a presenca de
sitosterol e ergosterol. Para as partes aéreas sdo descritos acidos fendlicos e
flavonoides, com destaque para a luteolina (MELLO et al., 2012) e iridoides
glicosideos, como aucubina e majorosideo (HANDJIEVA et al., 1991;
TASKOVA et al., 1999).

Na planta inteira é relatada a presenca de compostos fendlicos
(POURMORAD et al.,, 2006; POBLETE et al.,, 2009), identificando-se o0s
acidos cafeico e galico (OZTURK et al., 2012), terpenos (SHARIFA et al.,
2012), 4cidos graxos e terpénicos, como: oleandlico (STENHOLM et al., 2013;
ABUD et al., 2012), ursdélico, linoleico, linolénico e palmitico (STENHOLM et
al., 2013).

Degéaspari et al. (2004) relatam que a distribuicdo dos fendlicos e
flavondides nos vegetais dependem de diversos outros fatores de acordo com
a taxonomia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Os padrbes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente
raios ultravioletas B, pois a formacé&o dos flavondides é acelerada pela luz.

O uso do nitrato de aluminio para a determinacdo da quantidade de
flavondides totais ndo € um procedimento sem nenhumas limitagbes. O
método é preciso, isto é, ele é reproduzivel, fornecendo desvios muito
pequenos ou nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. O valor
medido e o valor real sdo tanto mais préximos entre eles quanto maior a
proporcdo de flavondis na amostra, e tanto mais longe, quanto maior a
proporcao de flavonas. Isso € relacionado ao fato de que o comprimento de
onda selecionado (415 nm) corresponde a banda de absor¢cdo do complexo
guercetina-Al. A quercetina € um flavonol, certamente o mais comum dos
flavondides encontrado nos vegetais. Os complexos dos outros flavonoéis com
aluminio absorvem bem proximo de 415 nm, mas os complexos derivados de
flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que causa uma
subestimativa nas determinagbes de misturas muito ricas em flavonas
(MARCUCCI et al.,1998 apud SILVA, 2011). Nao ha relatos na literatura

especializada sobre o teor flavonoides totais nas sementes da P. tomentosa.
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3.8. Taninos Totais

Evolutivamente as plantas tendem a sintetizar compostos, subprodutos
do seu metabolismo primario, para diversas aplicacdes, como atrativos de
polinizadores ou inibidores de fitéfagos. Inclusos nesse metabolismo
secundario, os taninos mostram-se extremamente promissores e podem ser
estudados através de técnicas quantitativas relativamente faceis e de baixo
custo (MONTEIRO et al., 2005).

Os compostos do metabolismo secundéario vegetal ou metabolismo
especial apresentam um amplo valor nas interacdes entre a planta e seu
ecossistema exercendo, por exemplo, o papel de fagoinibidores contra
herbivoros ou como agentes antimicrobianos (SANT'ANA et al., 2002). Como
metabolitos secundarios, os taninos sdo compostos fendlicos de grande
interesse econdmico e ecoldgico. Apresentam solubilidade em agua e peso
molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de
formar complexos insolaveis em agua com proteinas, gelatinas e alcal6ides
(MELLO et al., 2001). Tais compostos sao responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas
salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante (BRUNETON, 1991).

A propriedade adstringente conferida pelos taninos, encontrados nas
folhas de P. major, forma revestimentos protetores, atenuando a sensibilidade
e dificultando infec¢cBes, além de proporcionar uma acdo hemostatica. Ja as
sementes de P. major possuem acdo laxativa, por absorver grande
guantidade de agua, estimulando o peristaltismo (SAMUELSEN, 2000).

Muitas espécies produtoras de taninos sdo usadas na medicina popular
para diferentes finalidades e poucos estudos tém avaliado o potencial
medicinal de tais substancias (MONTEIRO et al., 2005). As aplicacdes de
drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente, com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e anti-
séptico; por via externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele
e mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes (BRUNETON, 1991).
Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e

antifangico. Ademais, 0s taninos sdo hemostaticos e, como precipitam
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alcaldides, podem servir de antidoto em casos de intoxicagcfes (BRUNETON,
1991). Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os
taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina
e/ ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, podendo, logo
abaixo dessa camada, o processo curativo ocorrer naturalmente (MELLO et
al., 2001).

Véarias doencas degenerativas, como cancer, esclerose multipla,
arteroesclerose e o proprio processo de envelhecimento, estdo associados a
altas concentragbes intercelulares de radicais livres. Estudos recentes
mostram que varios taninos atuam como captadores de radicais, 0s quais
interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis (MELLO et al., 2001).
Monteiro et al., (2005) sugerem que 0s taninos parecem ter duplo efeito, por
um lado, beneficiam a saude devido a seu efeito quimiopreventivo contra
carcinogénese ou atividades antimicrobianas, por outro lado, estdo envolvidos
possivelmente na formacdo de canceres, hepatotoxicidade ou efeitos
antinutricionais.

Uma série de bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentre elas
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e
Shigella dysenteriae e, em concentracées minimas (0,5 g/L), o fungo Fomes
annosus teve seu crescimento inibido (CASTRO et al., 1999).

Os taninos vegetais tém sido quantificados por diversos tipos de
ensaios, como precipitacdo de metais ou proteinas e por métodos
colorimétricos, sendo esses Ultimos mais comuns. Os métodos mais
apropriados para determinagdo de taninos sdo 0sS ensaios com precipitacao
de proteinas (HAGERMAN et al., 1997). Alguns ensaios colorimétricos sao
usados para quantificar grupos de taninos especificos, muito embora estes
métodos sejam amplamente usados para analisar taninos de uma maneira
geral, alguns autores afirmam que ndo ha método ideal e reforcam que os
métodos colorimétricos sdo 0s mais utilizados para a andlise de taninos
(MONDAL et al., 2001; MUELLER-HARVEY et al., 2001). Entre os métodos
colorimétricos, o método de Folin-Ciocalteau € bem reconhecido e largamente
usado (SCHOFIELD et al.,, 2001; FOLIN & CIOCALTEAU, 1927). N&do héa
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relatos na literatura especializada sobre o teor de taninos totais nas sementes

da P. tomentosa.

3.9. Atividade Antioxidante

Os polifendis tém capacidade de eliminacdo de radicais livres pela
naturalizacdo de oxidantes reativos perigosos, bem como quelantes de ions
metalicos (BRANTNER et al., 1994). Os antioxidantes sdo substancias que
reagem com radicais livres, impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo e a
consequente destruicao tissular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Os
flavonoides com atividade antioxidante na P. major foram a baicaleina,
hispidulina e a plantaginina (SAMUELSEN, 2000).

Os antioxidantes séo substancias que quando em baixa concentracao,
atrasa ou inibe a oxidagdo de um substrato, e tem capacidade de proteger o
corpo contra os danos causados pelo estresse oxidativo induzido por radicais
livres (SOURI et al., 2008). Nos sistemas biolégicos 0 estresse oxidativo
consiste, basicamente, no desequilibrio entre a taxa de producdo de agentes
oxidantes e sua degradacdo. Tal processo ocorre quando a producao de
espécies reativas ao oxigénio esta acelerada ou quando os mecanismos de
protecdo contra as espécies reativas ao oxigénio estdo deteriorados. A
peroxidacao lipidica consiste na principal consequéncia do estresse oxidativo,
resultando em graves danos as membranas celulares. Acredita-se que cerca
de 95% das doencas crbnicas degenerativas (como é o caso do Alzheimer,
aterosclerose e envelhecimento precoce, entre diversas outras) sao induzidas
por estresse oxidativo (VICENTINO & MENEZES, 2007).

Algumas plantas medicinais sdo fontes promissoras de potenciais
antioxidantes (SOURI et al., 2008). O cha feito de folhas verdes de P. major
tem propriedades antioxidantes, sendo a capacidade antioxidante maior em
folhas verdes frescas (CAMPOS & LISSI, 1995). Também, pela composicao
fitoquimica a Plantago tem sido estudada para avaliar sua capacidade de
sequestrar radicais livres. Ela pode ser eficaz para fortalecer o sistema de
defesa antioxidante, ou seja, uma planta com o poder de combater os radicais
livres (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
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Os métodos de investigacdo da atividade antioxidante de produtos
naturais existentes séo bastante diversificados e baseiam-se em diferentes
mecanismos de reacdo. O método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) € um dos mais usados, por ser uma técnica facil e rapida de medicao,
onde o radical organico livre, estavel a temperatura ambiente, produz uma
coloracdo violeta intensa quando em solugcdo com etanol (RUFINO et al.,
2007). Este radical € reduzido na presenca de molécula antioxidante,
resultando na descoloracao da solucdo etandlica. O decréscimo na coloracéao,
medido através da leitura de absorbancia, € proporcional a concentracao de
antioxidantes no meio reacional (MENSOR et al., 2001).

Um estudo foi realizado por Kobeasy et al.,, (2010) para avaliar a
atividade de recuperacédo de radicais livres de extratos de P. major, onde as
folhas e as sementes foram extraidas em etanol pelo método de maceracao
(48 h) em agua quente e agua fria. O extrato aquoso obtido foi misturado,
concentrado em vacuo e depois liofilizado. A atividade dos extratos utilizando
radical estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) in vitro foi avaliada
demostrando que o extrato etandlico da folha de P. major apresentou a maior
atividade antioxidante, mesmo em baixa concentracdo de 20 ppm (78% de
atividade) em relagdo a semente (25%), e aumentou com o0 aumento da
concentracdo até 60 ppm (89,3% de atividade), que é também a concentracao
mais efetiva das sementes (85% de atividade) de P. major. Também foi
observado que os extratos de etanol possuem mais atividade antioxidante
quando comparada aos extratos de agua fria e quente (KOBEASY, et al.,
2010). Os resultados do referido estudo estdo de acordo com Gélvez et al.
(2005), Souri et al. (2008) e Beara et al. (2009) que examinaram as espécies
de Plantago quanto a atividade antioxidante e relataram que ela poderia ser
considerada como uma possivel nova fonte de antioxidantes naturais.

Amic et al. (2003) avaliaram a atividade antioxidante de toda a planta
de P. major extraida em metanol. Os resultados mostraram que 0 extrato a
uma concentracéo de 0,8 mg/g apresentou 89,3% de atividade sequestradora.
Os compostos responsaveis que tém a propriedade de eliminagdo contra
DPPH séo provavelmente os grupos hidroxila presentes nos compostos

fendlicos de P. major. Outro componente quimico que pode ser responsavel
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pela atividade sequestradora sdo os flavondides. Eles possuem um anel 3
ocupado com 3', 4'-di-hidroxi e/ou grupo 3-OH que pode atrair e diminuir 0os
radicais de oxigénio em substancias neutralizadas como agua. N&o ha relatos
na literatura especializada sobre a atividade antioxidante nas sementes da P.

tomentosa.

3.10. Atividade Antimicrobiana (CIM)

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser avaliada
através da determinacdo de uma pequena quantidade (minima) da substancia
necessaria para inibir o crescimento do micro-organismo teste; esse valor é
conhecido como Concentracdo Minima Inibitoria (CIM). Um aspecto bastante
relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais é a preocupagdo em
relacdo aos aspectos toxicoldgicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos
compostos naturais ou suas combinagdes (PINTO et al., 2003).

Os extratos éter de petréleo e etandlico das folhas de P. major foram
avaliados pela técnica de microdiluicio em caldo frente aos micro-
organismos: Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis (S. epidermidis) ATCC 12228, Escherichia coli (E. coli) ATCC
8739, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ATCC 4352, Proteus mirabilis
(P. mirabilis) ATCC 14153, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC
1539, Shigella flexneri (S. flexneri) e Candida albicans (C. albicans) ATCC
10231. A amostra mais ativa foi o extrato etandlico, o qual apresentou CIM
igual a 19,52 pg/mL frente a S. aureus. Frente aos outros micro-organismos,
os valores de CIM foram: 625 ug/mL para S. epidermidis e C. albicans. O
extrato éter de petréleo apresentou valores de CIM de 156,2 pg/mL frente a S.
aureus; 312,5 pg/mL frente a S. epidermidis; 625 pg/mL frente a S. flexneri e
C. albicans. Ambos extratos foram pouco ativos para a E. coli, K. pneumoniae
e P. mirabilis e inativos para a P. aeruginosa (UNSAL et al., 2010).

Em outros estudos, encontra-se que o extrato éter de petrdleo foi ativo
frente a E. coli, apresentando halo de inibicdo de 8 a 9 mm, com valor de CIM
igual a 312,5 ug/mL (UZUN et al., 2004). Para o extrato etanolico de P. major,

os tamanhos dos halos de inibicdo (em mm) frente a: E. coli, P. aeruginosa, S.
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aureus, C. albicans, Candida glabrata e Candida krusei foram de: 11, 10, 13,
7, 12 e 12, respectivamente. Demonstrando, portanto, maior atividade frente
ao fungo C. albicans (SALTAN & ALTANLAR, 2003). Ainda, o extrato
etandlico demonstrou leve atividade frente & Pseudomonas vulgaris, com halo
de inibicédo igual a 7,33 mm (PEHLIVAN et al., 2012); e moderada inibicdo do
crescimento de E. coli (42,5 mg/mL) e de Bacillus cereus (42,5 mg/mL)
(METINER et al., 2012).

Vargas Neto (2004) avaliou o extrato etandlico de folhas e flores de P.
major frente a diferentes cepas de Candida: C. albicans, C. tropicallis, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr. O crescimento de C.
albicans e C. tropicalis foi completamente inibido pelo extrato de tansagem. O
extrato foi fracamente ativo frente a C. guilliermondii, ndo sendo ativo frente
as cepas de C. parapsilosis, C. krusei e C. kerfyr.

Os extratos hidroalcodlicos das folhas da planta apresentaram efeito
moderado frente a C. krusei (125 ug/mL), fraca inibicdo do crescimento de S.
aureus e C. tropicalis (1000 ug/mL), ndo sendo ativos contra C. parapsilosis,
Bcillus subtilis (B. subtilis), E. coli, P. aeruginosa (HOLETZ et al., 2002), C.
albicans (HOLETZ et al., 2002; HUAMANI et al., 2005) e Aspergillus niger
(>1000 pg/mL) (HUAMANI & QUEIROZ, 2005).

Velasco-Lezama et al. (2006) analisaram a capacidade antimicrobiana
dos extratos aguoso, metandlico, cloroférmico e hexanico das partes aéreas
de P. major, frente a E. coli, B. subtilis e C. albicans. O crescimento de B.
subtilis foi inibido pelo extrato aquoso de 78 a 21%, nas concentra¢cdes de 0,4
a 0,025 g/mL. O extrato hexanico apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento de E. coli, o qual variou de 94 a 37%, nas mesmas
concentragcbes. O extrato metandlico inibiu fracamente o crescimento de B.
subtilis e o extrato cloroférmico inibiu fracamente o crescimento de E. coli.

O extrato das folhas da planta, obtido por compressao em filtro,
demonstrou potente atividade antimicrobiana frente a S. aureus,
Streptococcus pyogenes tipo A e S. pyogenes, apresentando espessuras dos
halos de inibicdo iguais a: 6,0; 4,5 e 4,4 cm, respectivamente (DE LIMA
NETO, 1991). Freitas et al. (2002) avaliaram o extrato hidroalcodlico das

folhas de P. major frente a doze isolados de S. aureus a partir de secrecdes
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da pele, vagina e orofaringe de pacientes. Todas as cepas mostraram-se
sensiveis ao extrato hidroalcodlico (10 a 16 mm de halo de inibicdo), sendo
que para trés delas, os valores dos halos de inibicdo do extrato foram maiores
qgue os do cloridrato de ciprofloxacina (controle positivo), demonstrando forte
atividade bactericida.

De Paula (2010) avaliou o extrato metandlico de P. major frente a um
painel de nove bactérias (6 Gram-negativas e 3 Gram-positivas) e 5 fungos,
todos ATCC. O extrato de P. major mostrou-se ativo frente a Enterocuccus
faecalis e Enterobacter aerogenes formando zona de inibicdo de 10 a 16 mm,
nas concentragdes entre 0,615 e 20 pg/disco, ainda, foi ativo frente ao fungo
C. parapsilosis, formando zona de inibicdo de 15 mm, nas concentragdes de
0,077 e 0,039 ug/disco. Na determinacdo da CIM, o extrato apresentou
atividade moderada para E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes (CIM = 500
Mg/mL) e baixa atividade para E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, P. mirabilis e S. flexineri (CIM = 1000 pg/mL).

O extrato acetdnico de P. major demonstrou eficacia, em diferentes
concentragdes, na inibicdo do crescimento de B. cereus (3,56 mg/mL) e
Salmonella enteritidis (7,13 mg/mL), seguida de S. aureus, E. coli e K.
pneumonia (14,25 mg/mL), enquanto que menor eficacia foi observada frente
a B. subtilis, P. mirabilis, P. aeruginosa e S. epidermidis (28,50 mg/mL)
(METINER et al., 2012).

Os extratos aquosos e metandlico (CASTILLO-JUAREZ et al., 2009),
bem como o extrato etandlico das partes aéreas de P. major (COGO et al.,
2010), foram avaliados frente a Helicobacter pylori (H. pylori). Todos extratos
apresentaram-se como fracos agentes anti-H. pylori, sendo encontrados 0s
seguintes valores de CIM: 250 pg/mL, para o extrato metandlico e 1000 pg/mL
para o extrato aquoso (CASTILLO-JUAREZ et al., 2009). Para o extrato
etandlico ndo foi possivel calcular a concentracédo inibitéria minima (COGO et
al., 2010). O extrato aquoso da planta também demonstrou ser levemente
ativo frente a bactéria Gram negativa: P. vulgaris, apresentando 10,7 mm de
halo de inibicdo do crescimento (PEHLIVAN et al., 2012).

A atividade antifungica do extrato metandlico de P. major foi avaliada

frente a nove cepas de fungos: A. flavus, A. fumigatus, C. albicans, F.
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tricuictum, M. cookerii, M. gypseum, S. cerevisiae, T. viridae e T.
mentagrophytes. O extrato avaliado foi capaz de inibir o crescimento de
quatro fungos, com diametro médio de inibicdo entre 8 e 10 mm, sendo eles:
C. albicans, F. tricuictum, M. gypseum e S. cerevisiae (MCCUTCHEON et al.,
1994).

Isolados néao-clinicos de Listeria (L. ivanovii, L. monocytogenes, L.
innocua, e L. murrayi) foram utilizados para avaliagdo da atividade do extrato
etandlico das partes aéreas de P. major obtido por Altanlar et al. (2006). As
CIM do extrato de P. major foram: 50; 100; 12,5 e 50 pg/mL frente a L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua e L. murrayi, respectivamente, sendo,
assim, mais ativo frente a L. innocua.

Quanto a atividade de compostos isolados, Nikonorova et al. (2009)
avaliaram a influéncia do verbascosideo, isolado das sementes de P. major,
frente a diferentes fungos patogénicos obtidos do solo: F. culmorum, B.
sorokiniana, B. cinerea, R. solani e A. solani. O composto foi capaz de inibir o
crescimento de F. culmorum, B. sorokiniana e B. cinerea. Em baixas
concentracfes, o composto influenciou no desenvolvimento morfolégico dos
fungos patogénicos.

A determinagdo da atividade antimicrobiana de associagdes do extrato
de P. major a outros extratos vegetais, bem como de formula¢des contendo
derivados de P. major, foi encontrada na literatura consultada. Rodriguez
Pargas et al. (1996) relataram a inibicdo do crescimento de C. albicans e T.
rubrum por um creme, contendo extrato hidroalcodlico das folhas de P. major.
Os halos de inibicdo encontrados variaram de 24 a 27 mm, frente a C.
albicans e de 10 a 17 mm, frente a T. rubrum, sendo esses valores similares
aos observados para os cremes de nistatina e cetoconazol (2%),
comercialmente utilizados no tratamento antifingico.

Uma mistura de extratos hidroalcodlicos vegetais (dentre eles o de P.
major), bem como o enxaguatoério bucal (CORDEIRO, 2005; CORDEIRO et
al., 2006) e, ainda, o gel dentifricio, contendo esses extratos vegetais, foram
avaliados quanto as suas atividades antibacterianas (CORDEIRO, 2012).
Nestes estudos, foi possivel verificar que houve inibicdo do crescimento de

todos os micro-organismos avaliados (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, B.
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subtilis e E. faecalis) pela mistura de extratos. As cepas de S. aureus e B.
subitlis apresentaram maior sensibilidade frente a mistura de extratos e as
formulacdes. Os valores das CIM variaram de 9,44 mg/mL a 37,75 mg/mL
para a mistura de extratos vegetais e de 625 pL/mL a 2500 yL/mL para o
enxaguatorio contendo ou ndo os extratos vegetais. Para o gel dentifricio
contendo ou néo os extratos, o valor foi de 25 mg/mL. Assim, 0s extratos
hidroalcoodlicos das espécies vegetais apresentaram atividade, principalmente
sobre bactérias Gram-positivas. Ndo ha relatos na literatura especializada

sobre a atividade antimicrobiana nas sementes da P. tomentosa.

3.11. Toxicidade

As plantas produzem uma grande variedade de substancias quimicas
que podem apresentar diversas atividades biologicas (TORRES et al., 2005).
Ha uma percepcdo na populacdo que o uso de plantas no tratamento de
doencas € natural, seguro, barato e eficaz, sendo essas, muitas vezes,
utilizadas no tratamento de doencas crénicas associadas com medicamentos
convencionais (TOVAR & PETZEL, 2009).

O consumo excessivo de plantas medicinais pode levar ao acumulo
excessivo de ervas no organismo, o que pode causar toxicidade. Estudos
recentes indicam que um grande numero de pessoas usa ervas medicinais
para suas necessidades de saude. Portanto, as plantas medicinais
desempenham um papel significativo no sistema de saude de uma grande
porcentagem da populacdo mundial. Mais de 80% das pessoas do mundo
dependem do sistema tradicional de ervas para os seus principais cuidados
de saude (AWENG et al.,, 2012). No entanto, a utilizagdo de plantas na
terapéutica e na alimentacdo deve ser restrita a plantas conhecidas e/ou
corretamente identificadas (COLOMBO et al.,, 2010), pois podem ocorrer
intoxicacBes com o uso de espécies vegetais, provocando graves acidentes.

Embora as plantas tenham efeitos valiosos, elas podem ser toxicas
para os seres humanos. Por isso, inUmeras pesquisas recentemente focaram
na farmacologia e toxicidade de plantas medicinais utilizadas por humanos.

Elas indicam que, embora, numerosas plantas sejam usadas como fontes de



32

alimento e medicamento, algumas delas podem ter potencial mutagénico ou
genotoxico (LAGARTO et al., 2001). Espécies consideradas toxicas produzem
metabdlitos secundarios que pela inalacdo, ingestdo ou contato podem causar
alteracdes patoldgicas em homens e animais e, em alguns casos, pode levar
a sérios disturbios no organismo e até mesmo o 6bito (VASCONCELOS et al.,
2009; JESUS & SUCHARA, 2013).

A tintura das folhas (extratos) de P. major, contendo 49% de teor
alcodlico, foi avaliada em estudo in vitro, frente & Artemia salina, como teste
alternativo para determinagcédo da toxicidade de produtos naturais. As larvas
vivas foram contadas e a concentracdo letal (CLso) foi estimada. As
concentragdes de 10, 100 e 1000 ug/mL da tintura causaram mortalidades de
5,7; 9,3 e 10, respectivamente, sendo o valor de 10 correspondente a 100%
mortalidade. O valor encontrado de CLso para a tintura foi de 4,74 pg/mL. A
mesma tintura foi avaliada por metodologia in vivo, administrando-a em
camundongos albinos, em dose Unica, administrada por via oral. A CLso, ap0s
24 horas do inicio do tratamento, foi de 182,54 mg/kg. Foi estabelecida boa
correlacdo entre os resultados in vitro e in vivo (r = 0,85) (LAGARTO PARRA
et al., 2001).

Mirzaei et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade e a letalidade dos
extratos n-hexano, acetato de etila e metanol de P. major a 10, 100, 500 e
1000 pg/mL. Foram utilizados camarbes de agua salgada (Artemia salina)
para os testes. Agua salgada artificial e timol foram usados como controles
negativo e positivo, respectivamente. Todos 0s extratos apresentaram
mortalidade (100%) a 1000 upg/mL. O extrato acetato de etila foi o mais
potente e apresentou a maior porcentagem de mortalidade com os menores
valores de ClLso de 262 pg/mL. ApoOs acetato de etila, o extrato hexanico
apresentou a maior toxicidade com valor de CLso de 290 pg/mL. O extrato
metandlico apresentou a menor mortalidade com os maiores valores de ClLso
de 321,6 pg/mL. Segundo os autores, estes extratos podem ser considerados
toxicos para células tumorais e normais. Ndo ha relatos na literatura

especializada sobre a toxicidade nas sementes da P. tomentosa.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo apresentados os materiais e métodos utilizados nos
experimentos de extracdo (tansagem) através da técnica de maceracao a frio,
além das andlises de composicdo centesimal, rendimento, teor de fendis
totais, flavonoides totais e taninos totais, atividade antioxidante, concentragéo
inibitéria minima (CIM), toxicidade dos extratos obtidos da semente da
tansagem. Com excecdo da composicdo centesimal que foi realizada no
Laboratorio Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA) da Universidade de
Passo Fundo- RS, os experimentos citados foram realizados nos Laboratérios
do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missbes — URI
Erechim. A Figura 2 demontra o Fluxograma da obtencdo dos extratos
etandlicos por maceracédo a frio, sequencial e fracionada das sementes de

tansagem P. tomentosa e P. major.

Figura 2. Fluxograma da obtencdo dos extratos etandlicos de sementes de

tansagem P. tomentosa e P. major.
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4.1. Obtencao da Matéria Prima

As duas espécies de tansagem, a Plantago major L. e Plantago
tomentosa Lam. foram depositados para identificacdo no Herbéario Padre
Balduino Rambo (HPBR), na URI — Erechim, sob o nimero de registro de
exsicata 12.282 e 12,285 respectivamente.

Os materiais utilizados neste trabalho foram as sementes de duas
espécies de tansagem P. major e P. tomentosa obtidas no municipio de
Jacutinga, nos meses de outubro e novembro de 2017, com coordenadas
geograficas 27°43'51.03”S e 52°32’00.09"0, 27°43'53.78”"S e 52°32°'00.700,
respectivamente, Rio Grande do Sul, Brasil.

As sementes foram colhidas manualmente de varias plantas no periodo
de outubro a novembro de 2017 e armazenadas no mesmo recepiente onde
cada espécie de tansagem foi omogenizada, seca em temperatura ambiente
25 °C e a sombra. Depois de secas, as sementes foram limpas para retiradas
de cascas e sujidades e selecionadas, onde foram peneiradas em peneira de
analise granulométrica (Bronzinox) mesh 35, e posteriormente armazenadas
sob refrigeracdo (refrigerados doméstico 220. Brastemp, Sao Paulo/SP) a 4
°C por até 10 meses. A Figura 3 demontra uma imagem das sementes das
duas espécies de tansagem, P. tomentosa e P. major, a qual se diferencia

principalmente no tamanho e coloracéo das sementes.
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Figura 3. Sementes de duas espécies de tansagem (a) P. tomentosa e (b) P.

major

() (b)

Fonte: O Autor

4.2. Composicgao Centesimal

A composicdo centesimal das sementes das duas espécies de
tansagem foi avaliada em relagé@o a proteina bruta, lipideos, cinzas, umidade,
fibra bruta e carboidrato. As analises foram realizadas como descrito pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) pelo Laboratério Centro de Pesquisa em
Alimentacdo (CEPA) da Universidade de Passo Fundo- RS. Os carboidratos
foram determinados pela diferenca entre os constituintes (1AL, 2008).

42.1. Teor de Umidade

As andlises de umidade e substancias volateis para P. major e P.

tomentosa foram determinadas na perda de umidade e substancias volateis a
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105 °C em estufa (Fanem®, modelo 320-SE) a 102 °C por aproximadamente
4 h, usando 3 g de amostra até peso constante (IAL, 2008).

4.2.2. Teor de Cinzas

As cinzas foram determinadas por meio da calcinagcdo das amostras
em mufla (Lavoisier®, modelo 400C), a 550 °C, por 6 h, pelo método
gravimétrico, com carbonizacdo prévia de 5 g de semente, a 300 °C (IAL,
2008).

4.2.3. Teor de Proteinas

A determinacdo das proteinas foi realizada segundo método de
Kjeldahl. Para a quantificacdo de nitrogénio total, foram pesadas 4 g de
amostra. O contetdo de proteina foi calculado multiplicando-se o resultado
obtido pelo fator de 6,38 (IAL, 2008).

4.2.4. Teor de Lipideos

A determinacéo de lipideos foi realizada por extracdo com solvente em
Soxhlet conforme método descrito pelo Nucleo de Informacao e Tecnologia —
Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

4.25. Teor de Fibra Bruta

A determinacao de fibra bruta foi realizada conforme método descrito

pelo Ndcleo de Informacgéo e Tecnologia — Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.2.6. Teor de Carboidratos Totais

Foi determinado por diferengca dos demais constituintes da composicéo
fisico-quimica, conforme a RDC n° 360 (BRASIL, 2003), o qual fundamenta-se
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na soma dos teores de umidade, cinzas, proteina, fibra bruta e lipideos, desse
total foi feita a subtracdo do valor 100 (cem), obtendo-se entdo o teor de

carboidratos.

4.2.7. Caracterizacéo de Minerais

Os teores dos metais (Ca, Mg, Na, K, Zn, Cu, Cr, Fe, Mn) das
sementes de tansagem foram determinados em triplicata e os resultados
expressos como média + desvio padrdo por meio de espectrofotometria de
absorcdo atbmica por chama utilizando o espectrobmetro de AAS (Varian®
modelo espectrAA 55), com lampadas de catodo oco. Os resultados foram
expressos em mg/g base seca, segundo metodologia descrita por AOAC
(1995)/ método 018/IV do Manual de Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2005).

4.3. Obtencao dos Extratos

As sementes foram selecionadas e preparadas para extracdo pela
remocao das cascas e sujidades, seguida pela moagem em moinho de facas
(Micro moinho tipo Willye; modelo MA048, Piracicaba-SP, Brasil).

A extracdo das sementes de tansagem foi realizada por maceracéo
(método a frio), conforme metodologia descrita pela Farmacopéia Brasileira 1V
Ed. (1998 e 2002), com algumas modificagbes. Os solventes n-hexano 95,0%
(Cinética), diclorometano 99,5% (Quimica Moderna) e etanol 99,8% (Exodo
Cientifica) foram utilizados sequencialmente em um mesmo material vegetal,
na propor¢cado de 10 g de sementes moidas em 120 mL de cada solvente,
sendo cada solvente adicionado em fracbes de 3 partes de 40 mL, visando
minimizar a saturagdo do mesmao.

Os solventes utilizados foram escolhidos em fungéo da sua polaridade,
com a finalidade de investigar a extracdo de diferentes compostos na mesma
amostra: n-hexano (polaridade 0); diclorometano (polaridade 3,1), por
apresentar polaridade intermediaria dentre os solventes selecionados; e
etanol (polaridade 5,2), por ser utilizado comumente nas industrias de
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extracdo de Oleos comestiveis (NUCLEAR, CAQ IND. & COM. LTDA apud
MEZZOMO, 2008). As extracbes seguiram o0 acréscimo de polaridade dos
solventes, iniciando-se com o n-hexano, seguido do diclorometano e etanol.

Seguindo a ordem de polaridade crescente, iniciou-se a extracdo com o
n-hexano, o qual foi fracionado em 3 partes iguais, conforme mencionado
anteriormente, sendo a fracdo de solvente trocada a cada 12 h. Entre essas
trocas foram realizadas filtragens da amostra em papel filtro (Whatman n° 1) e
o filtrado (extrato) transferido para um baldo volumétrico de fundo redondo,
previamente pesado, sendo utilizado um Unico baldo para o0 mesmo solvente.
A mesma amostra de sementes moidas era novamente colocada em contato
com uma nova fracdo de n-hexano para maceracéo, totalizando 36 h.

As sementes resultantes dessa etapa da extracdo foram utilizadas nas
proximas extragdes com os solventes diclorometano e etanol. Cada processo
de extracao foi realizado da mesma forma que o utilizado para o solvente n-
hexano, ou seja, 3 fragcdes iguais de cada solvente, trocados a cada 12 h, com
fitragem entre as trocas, totalizando 108 h de maceragdo ou extracdo e 3
extratos diferentes (n-hexano, diclorometano e etanol).

Toda a extracao foi realizada a temperatura controlada de 4 °C (x2 °C)
em refrigerador doméstico (Brastemp, Sdo Paulo, Brasil) estatico e ao abrigo
da luz. A Figura 4 demonstra os diferentes extratos (n-hexano, diclorometano
e etanol) obtidos por maceracdo a frio e sequencial das sementes de

tansagem.

Figura 4. Imagem dos diferentes extratos (n-hexano, diclorometano e etanol)
das sementes de tansagem.
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4.4. Rendimento

Os extratos obtidos através da maceracéo foram evaporados em rota-
evaporador (modelo 802, Fisatom, S&o Paulo, Brasil) sob vacuo de -
650 mmHg e rotacédo de 70 rpm e a 40 °C. O rendimento das extracfes da P.
major e P. tomentosa nos diferentes solventes (n-hexano, diclorometano e
etanol) foi avaliado, em triplicata, por gravimetria pela diferenca de peso entre
o balédo de fundo redondo com o extrato obtido apds rotaevaporacao e o baldo
inicialmente vazio, apds ser mantido a 105 °C em estufa (Fanem®, modelo
320-SE), até peso constante e pesado em balanca analitica (AS200, OHAUS,
Florham Park/NJ).

Os extratos resultantes foram ressuspendidos em etanol 99,8% na
concentracdo de 100 mg/mL (extrato padrdo) para posterior avaliagdo dos
teores de fenois totais, flavonoides totais, taninos totais, atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana e toxicidade.

Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar e
armazenados em refrigerador doméstico (refrigerador 220, Brastemp, Sao

Paulo, Brasil) a 4 °C para posterior analises dos mesmos.

4.5. Determinacao do Teor de Fendis Totais

Na determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (TFT) foi
utilizada a metodologia de Singleton e Rossi (1965), com modificagdes, pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Dinamica), utilizando o &cido
galico (Nuclear) como padréao de referéncia. As amostras analisadas para o0s
extratos de n-hexano, diclorometano e etanol foram diluidas em etanol de
forma a obter-se uma solugcdo com concentragdo de 100 mg/mL. O meio
reacional foi preparado em bal6es volumétricos de 10 mL, de acordo com a
seguinte ordem pré-estabelecida de adicdo dos reagentes: 0,5 mL da amostra
foram misturadas com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau, diluido 1:10 com
2,0 mL de carbonato de sodio 4% (m/v) (Synth). Apos agitacédo a mistura foi
mantida em repouso por 2 h, ao abrigo de luz a 25 °C. A leitura da
absorbéancia foi realizada em espectrofotometro (Logen Scientific UV/VIS -
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LS7052) a 740 nm e, por meio da correlacdo com a curva padréo de acido
gélico (Nuclear). O TFT foi expresso em termos de mg equivalente de &cido
galico por g de extrato (mg EAG/g), calculados por meio de uma curva
construida com concentractes entre 1 e 100 pg/mL (SINGLETON, 1999),
conforme Apéndice I.

O branco foi preparado seguindo mesmo procedimento, substituindo-se
apenas a adicdo da solucdo de amostra pela adicdo de etanol. Para
construcdo da curva padrdo de acido galico foi preparada uma solucao
estoque de 4cido gélico em agua destilada na concentracdo de 5 g/L. A partir
desta solucdo estoque, novas diluicdes em agua destilada foram feitas em
baldes volumétricos de 100 mL de modo a obter-se solugbes com
concentracdes finais de 1 a 100 ug/mL. Uma aliquota de 100 pL de cada uma
das solucdes diluidas de &cido galico foi utilizada para compor o meio
reacional, em baldo volumétrico de 10 mL, conforme procedimento descrito
anteriormente para a solugdo de amostra.

Os resultados foram realizados em triplicata e expressos em
miligramas equivalentes de acido galico por 100 gramas de extrato seco (mg
EAG/100g).

4.6. Determinacao do Teor de Flavondides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método descrito por
Garrido, Ortiz e Pozo (2013), com adaptacdes, onde utilizou-se a quercetina
(Merk) como padréao de referéncia. Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5
mL de amostra dos extratos na concentragdo de 5 mg/mL, 4,3 mL de etanol
70% (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio 10% (m/v) (Vetec) e 0,1 mL de
acetato de potassio 10% (m/v) (Vetec). Os tubos foram agitados e
armazenados em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 40 minutos.
Em seguida realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotémetro (Logen
Scientific UV/VIS -LS7052) a 415 nm.

As analises foram realizadas em triplicata, onde o teor de flavonoides
foi obtido por andlise de regressdo linear a partir de uma curva padrdo
utilizando a quercetina em concentracées de 5 a 200 pg/mL, conforme
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Apéndice II. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de
guercetina por grama de extrato da planta (mg EQ/Q).

4.7. Determinacao de Taninos Totais

O teor de taninos de extratos das duas espécies de sementes de
tansagem obtidos com os solventes de diferentes polaridades foi determinado
pelo método espectrofotométrico, utilizando espectrofotbmetro UV-Visivel
(Pro-andlise 1600, Brasil) a 760 nm. Foi utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteau e as andlises foram realizadas como descrito pelo Instituto Adolfo
Lutz (1AL, 2008), em triplicata. A concentracdo foi calculada através de uma
curva padrao, preparada com uma solucdo padrdo de acido tanico (Sigma
Aldrich) na faixa de concentragdo de 0,1 a 0,9 mg/100 mL, conforme

Apéndice Il

4.8. Determinacao da Atividade Antioxidante - DPPH

A metodologia de avaliagdo da atividade antioxidante esta
fundamentada na medida da absorcdo do radical 2-2 difenil 1 picrilhidrazil
(DPPH) (Sigma Aldrich) em 515 nm (VIGNOLI et al., 2012; MIRANDA &
FRAGA, 2006), com modificacbes. Para o preparo da solucdo pesou-se
0,0039g de DPPH para 100 mL de etanol absoluto envolvendo com papel
aluminio para ndo absorver luz. A determinacao da atividade antioxidante foi
realizada em triplicata, por método espectrofotométrico.

A técnica consistiu na incubacgéo por 10 min de 500 uL de uma solucédo
etandlica de DPPH 0,1 mM com 500 uL da solugdo contendo concentragcdes
decrescentes (10 mg/mL até 0,0025 mg/mL) dos extratos de P. major e P.
tomentosa nos diferentes solventes (n-hexano, diclorometano e etanol). A
solucdo denominada controle foi preparada uma solugdo com 500 uL de
DPPH e 500 uL etanol. Para a solucdo denominada branco foi utilizado
somente o solvente etanol (sem amostra e sem DPPH). A mistura reacional
foi agitada e deixada em repouso (ao abrigo de luz) por 30 min para que a

reacdo se completasse. A determinacdo da absorbancia foi realizada em
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espectrofotometro UV-Visivel (Logen Scientific UV/VIS - LS7052) em
comprimento de onda de 515 nm.
O percentual de captacéo do radical DPPH foi calculado em termos da

porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacéo 1.

AA% =100 - {[(AbSamostra — AbSbranco) X 100] + AbScontrole} (2)

Onde, Absamostra € a absorbancia da amostra, Abswranco € a absorbancia do

branco e, Abscontrole € a absorbancia do controle.

ApoOs a avaliacdo da faixa de concentracdo ideal, foi calculada a
concentracdo de extrato necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH
(ICs0) por andlise de regressao linear (SILVESTRI et al., 2010). Os resultados
foram expressos pela média aritmética dos valores obtidos em trés repeticdes.

4.9. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o
método indireto de crescimento bacteriano, mediante a densidade 6ética em
meio de cultura liquido (PIEROZAN et al., 2009). A determinacao da CIM foi
realizada sobre bactérias Gram-negativas (Salmonella choleraesuis - ATCC
10708 e Escherichia coli - ATCC 25922) e Gram-positivas (Staphylococcus
aureus - ATCC 6538 e Listeria monocytogenes - ATCC 7644) as quais foram
previamente crescidas em caldo Luria Bertani (LB - 10 g/L triptona, 5 g/L
extrato de levedura, 5 g/L NaCl) a 37 °C por 24 h.

Apos este periodo, 10 pyL de culturas ativas (108 UFC/mL) foram
inoculadas em pocos de microplacas de fundo chato, contendo caldo LB e
diferentes concentracfes dos extratos das duas espécies de sementes de
tansagem, totalizando um volume final de 310 uL por pocgo. Cada
concentracdo de extrato foi avaliada em triplicada e como branco e controle
foram avaliados pocos contendo apenas meio de cultura e meio de cultura

com 0 micro-organismo, respectivamente.
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Posteriormente, as microplacas foram incubadas em estufa (Fanem®,
modelo 320-SE) a 37 °C por 24 h. Antes e apés o periodo de incubacéo, 0 e
24 h, respectivamente, foi realizada a leitura da microplaca, utilizando-se o
leitor automéatico de microplacas (Bio-Tec Instruments Inc., modelo EL800),
com comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm. A CIM foi determinada
como a menor concentracdo de extrato que nao gerou alteragdo na turbidez,

obtida pela diferenca entre as leituras inicial e apés 24 h.

4.10. Determinacao da Toxicidade

Cistos de Artemia salina foram colocados em recipiente de vidro com
solucéo salina artificial (10 g de sal marinho/1 L de agua destilada/0,7 g de
bicarbonato de sédio) com iluminagdo artificial, sob aeracdo e controle da
temperatura (24 °C) para a eclosédo dos cistos. Ap6s 24 h de incubacéo, as
larvas foram retiradas para o ensaio por sucg¢ao, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur.

Para os bioensaios de letalidade utilizando os extratos das duas
espécies de tansagem em diferentes solventes, foram avaliadas
concentracdes crescentes (10 a 1000 pg/mL de solucédo salina artificial).

ApGs a incubacao, 40 nduplios de A. salina foram colocados em placas
de Petry juntamente com 20 mL de cada concentracdo de extrato das duas
espécies de tansagem, em triplicata. O controle avaliado consistia apenas em
solucdo salina artificial e os nauplios, visando ter a certeza de que a
mortalidade observada dos nauplios de A. salina seja resultante da toxicidade
ao composto e ndo devido a falta de alimentacdo (CARBALLO et al., 2002).

ApoGs 24 h de exposicao, foi realizada contagem dos nauplios vivos e
mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que apresentaram qualquer
tipo de movimento quando observados préximos a uma fonte luminosa por
10 s. Foram considerados validos os testes nos quais o controle apresentou
mortalidade igual ou inferior a 10% da populacdo. A determinacdo da
concentracdo letal capaz de provocar 50% de mortalidade (CLso) foi
determinada por andlise de regressédo entre as concentracdes e as taxas de
mortalidade observadas.
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4.11. Anélise Estatistica

As determinacbes analiticas foram realizadas em triplicata e os
resultados foram tratados estatisticamente pelo teste de T Student e Tukey
com auxilio do software Statistic 5.0, ao nivel de significancia de 95% de

confianca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composicao Centesimal das Sementes de Tansagem
Os resultados da composicao centesimal das sementes de P. major e
P. tomentosa em relacdo a umidade, proteina bruta, lipideos, cinzas, fibra
bruta e carboidratos totais sdo apresentados na Tabela 1. Pode-se observar
valores similares de composicdo centesimal para as duas espécies de

tansagem analisadas.

Tabela 1. Resultados da composicao centesimal das sementes de tansagem.

Valores P. major P.tomentosa
Umidade (%) 10,51 9,47
Proteina bruta (%) 16,78 17,44
Lipideos (%) 0,10 0,11
Cinzas (%) 2,96 3,86
Fibra bruta (%) 10,78 10,04
Carboidratos totais (%) 58,87 59,08

Em estudo realizado por Kobeasy et al. (2010) em sementes de P.
major, foi encontrado um teor de 15,01% de proteina bruta, 1,45% de lipideo,
7,14% de cinza, 26,9% de fibra bruta e 45,87% de carboidratos, as quais,
segundo os autores, podem ser utilizadas para a alimentagdo humana.
Comparando os resultados com o presente estudo verifica-se que 0s autores
obtiveram um maior teor de lipideo, cinza e fibras. Essa diferenca nos
constituintes pode ser devido a diferengcas no genétipo e nas condi¢des
ambientais durante o desenvolvimento e amadurecimento dos graos, safra e
local onde foram obtidas as sementes (ROMERO-BARANZINI et al., 2006).

5.1.1. Minerais

O conteudo de minerais (mg/g), em base seca, das sementes de

tansagem P. major e P. tomentosa esta apresentado na Tabela 2.
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Pode-se observar que os teores de minerais n&do apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras de P. major e P. tomentosa.
Somente o K, que apresentou 0,819 mg/g para a P. major e 0,622 mg/g para
a P. tomentosa, diferiu estatisticamente (p<0,05) entre as duas espécies de

tansagem.

Tabela 2. Conteudo de minerais (mg/g), em base seca, das sementes de

tansagem P. major e P. tomentosa.

Mineral Simbolo P. major (mg/qg) P. tomentosa (mg/g)

Calcio Ca 0,8292 + 0,003 0,7522 + 0,043
Manganés Mg 0,5052 + 0,026 0,3372 + 0,005
Saodio Na 1,5392 + 0,165 1,4242 + 0,085
Potassio K 0,8192 + 0,006 0,622° + 0,019
Zinco Zn 0,0792 + 0,001 0,0602 + 0,009
Cobre Cu 0,0302 + 0,001 0,0202 + 0,004
Cromo Cr 0,0072 + 0,003 0,0062 + 0,001
Ferro Fe 0,0132+ 0,001 0,0132+ 0,001
Magnésio Mn 0,0312 + 0,000 0,0342 + 0,000

Média = desvio padrdo; letras minlsculas diferentes na mesma linha correspondem a

diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo teste de t student.

Esses valores de minerais das sementes sdo menores que aos
encontrados na folha, como reportado por Pereira et al., (2017) em P.
coronopus, detectando teores de Ca: 14,0 mg/g; Mg: 6,34 mg/g; Na: 50,0
mg/g; Zn: 0,05 mg/g; Fe: 0,41 mg/g; Mn: 0,01 mg/g, para Cu, e Cr, o valor
ficou abaixo do limite detectado.

Segundo De Lima e Neto (1991), os minerais extraidos das folhas da
P. major em maiores quantidades foram K (2,83%), Ca (1,26%) e Mn (0,37%)
e em menor quantidade o Cu (7 ppm), Fe (288 ppm), Mn (60 ppm) e Zn (33
ppm), o quais foram analisados a partir da incineragéo de folhas da planta e
as concentragbes foram determinadas com um espectrofotometro de

absorcao atdomica Perkin-Elmer 2280.
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De acordo com Guil-Guerrero (2001) e Amaglo et al. (2010) outras
espécies de Plantago, nomeadamente P. major, P. lanceolata e P. media sao
fontes valiosas de aminoacidos e minerais, que podem contribuir para a sua

utilizacdo como ingrediente na nutricdo humana.
5.2. Rendimento da Extragéo

Os resultados de rendimentos obtidos nas extracdes usando 0s
solventes n-hexano, diclorometano e etanol para as duas espécies de

tansagem estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimento da massa do extrato usando os solventes n-hexano,

diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa.

Rendimento (%) (b.s.)

Solventes :
P. major P.tomentosa
n-hexano 7,506 + 0,806 4,877%B £ 1,012
Diclorometano 1,730°B + 0,132 5,6172A + 0,602
Etanol 1,789PA + 0,145 1,806°A + 0,604
Rendimento Total 11,025 £ 0,704 12,923 + 0,969

Média = desvio padréo; letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas
diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo Teste de

Tukey e t student, respectivamente.

Pode-se observar um maior rendimento para o extrato de P. major com
n-hexano (7,5%) diferindo estatisticamente (p<0,05) dos extratos com
diclorometano e etanol. Para a P. tomentosa 0s maiores rendimentos foram
obtidos nos extratos com o n-hexano (5,62%) e diclorometano (4,88%), ndo
apresentando diferenca significativa (p>0,05). Os resultados obtidos indicam,
portanto, que as sementes de P. major possuem grande quantidade de
compostos de polaridade baixa e pequena quantidade de compostos de
polaridade intermediaria a alta. J& as sementes de P. tomentosa possuem
grande quantidade de compostos de polaridade baixa a intermediaria, e

pequena quantidade de compostos de polaridade alta.
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De acordo com Kumoro & Singh (2009), matrizes vegetais contém
varias moléculas de diferentes grupos funcionais, de forma que é dificil
predizer a solubilidade das mesmas em um solvente especifico. A
solubilidade de substancias se da em funcdo de uma afinidade quimica
existente entre as espécies em um sistema em relacdo a polaridade. Uma
forma alternativa de considerar a solubilidade € usar o conceito de polaridade.
A polaridade, por sua vez, pode ser definida como a habilidade que uma
molécula tem de interagir fortemente com outras moléculas polares
(MEZZOMO, 2008).

Comparando-se as duas espécies, verifica-se um maior rendimento
para o extrato de P. major obtido em n-hexano, enquanto que para as
extragbes com diclorometano a P. tomentosa apresentou maior valor,
apresentando diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Contudo nos
extratos com etanol ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os
morfotipos de tansagem. As diferencas de rendimento de extracdo por
maceracdo podem ocorrer por variacdes no tipo de solvente, temperatura e
tempo de extracdo, mas principalmente, por falhas na filtracdo do macerado,
recuperando no extrato particulas néo solaveis (OLIVEIRA et al., 2016).

Em relacdo ao rendimento total, a P. tomentosa obteve um melhor
rendimento (12,92%) quando comparada com a P. major (11,02%). Esse
rendimento pode ser considerado baixo quando comparado com a extracao
realizada por Fayera et al. (2018) em folhas de P. lanceolata que foi
sequencialmente extraida em Soxhlet com solventes organicos, onde
obtiveram um rendimento de 7,97% para o solvente éter de petréleo, 19,16%
para cloroférmio/metanol (1:1) e 27,18% para metanol, respectivamente.

Os baixos rendimentos obtidos no extrato bruto e nas fracbes da
maceracao a frio se devem provavelmente ao uso de baixa temperatura no
processo (25 °C), ao contrario do que acontece com a extracdo com Soxhlet
(70 °C). Assim, a tenséo superficial e viscosidade dos solventes permanecem
relativamente altas, dificultando o acesso aos compostos soluveis da matriz e
reduzindo o rendimento, mesmo que sejam utilizados os mesmos solventes
gue em extracdo Soxhlet (MEZZOMO, 2008).
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5.3. Teor de Fendis Totais

O teor de fendis totais obtido nas extracdes por maceracdo a frio
usando os solventes n-hexano, diclorometano e etanol para as duas espécies
de tansagem pelo método de Folin-Ciocalteu, expressos como equivalentes

de acido galico (mg EAG/g) estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Teor de fendis totais extraidos em extrato usando os solventes n-
hexano, diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa, expressos em
(mgEAG/Q).

Fendis totais (MgEAG/Q)

Solventes
P. major P.tomentosa
n-hexano 25,1074 + 3,390 15,1168 + 0,562
Diclorometano 12,794¢B + 3,662 27,9812A + 3,883
Etanol 340,085%A + 25,064 21,1938 + 0,021
Total 377,986 + 65,966 64,290 + 8,169

Média + desvio padrao; letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas
diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo Teste de
Tukey e t student, respectivamente.

Pode-se observar uma maior concentracdo de fendis (340,08 mg/g)
para o extrato com etanol de P. major diferindo estatisticamente (p<0,05) dos
extratos com n-hexano e diclorometano. Substancias fenodlicas tém maior
afinidade por solventes polares como etanol e acetato de etila (SPAGOLLA et
al. 2009; TIWARI et al., 2011). Para a P. tomentosa a maior concentracéo de
fendis (27,98 mg/g) foi obtida no extrato com o diclorometano, diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos extratos com n-hexano e etanol.

Comparando-se as duas espécies de tansagem, verifica-se uma maior
concentracéo de fendis na P. major para o extrato com etanol (340,08 mg/g).
Na P. tomentosa a concentragdo maior de fendis foi obtida no extrato com
diclorometano (27,98 mg/g), diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais

solventes.
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Quando comparado o teor de fendis totais nas duas espécies de
sementes de tansagem, observa-se uma maior concentracdo na P. major
(377,986 mg/g), enquanto que para a P. tomentosa, foi obtido (64,290 mg/qg).

O excelente resultado de fendis totais encontrado na P. major pode ser
comparado a um estudo de Dudonné et al. (2009) que avaliou 30 diferentes
plantas onde relatou que 0s extratos aquosos que apresentaram o0 maior teor
fendlico (300-400 mg/g) foi o de carvalho (Quercus robur), pinheiro (Pinus
maritima) e canela (Cinnamomum zeylanicum), que possuiam o0s mais altos
teores de fendis totais obtidos através de maceracdo pelo método de Folin-
Ciocalteu e, portanto, poderiam ser ricas fontes potenciais de antioxidantes
naturais. Contudo, os compostos fendélicos sédo onipresentes nas plantas, mas
cada planta contém diferentes misturas polifendlicas.

Também pode-se verificar que o teor de fendis totais em sementes P.
major do presente estudo sdo superiores aos melhores resultados das folhas
(13,05 mg/g, maceragcdo em etanol) e das sementes de (7,43 mg/g,
maceracdo em etanol) encontrados por Kobeasy et al. (2010), que avaliaram
o teor de fendis totais obtidos através de maceracdo em agua fria, agua
quente e etanol pelo método de Folin-Ciocalteu.

Souri et al. (2008) relataram que o teor de fendis obtidos através de
maceracdo pelo método de Folin-Ciocalteu encontrados nas sementes P.
major foi de 6,73 mg/g e P. ovata de 2,49 mg/g onde enquadraram em trés
grupos: alto (> 3,00 mg/g), moderado (1,00-3,00 mg/g) e baixo (<1,00 mg/qg).
Ja para Ksouri et al. (2012); Rodrigues et al. (2015), os extratos naturais sdo
classificados como ricos em compostos fendélicos quando seus valores de teor
de fendis totais (expressos como mgEAG/g) sédo superiores a 20 mg/g.

A concentracdo dos compostos fendlicos varia muito com o solvente
usado para a extracdo. Yilmaz e Toledo (2006) realizaram extracbes por
maceracdo a 60 °C por 5 horas em p6é das sementes de uva a partir
de espécies de Vitis vinifera (Merlot e Chardonnay) e Vitis
rotundifolia (Muscadine), utilizando agua pura, etanol puro e etanol com
diferentes propor¢des de agua (10, 20, 30, 40, 50 e 60%). Uma mistura de
etanol e &gua revelou-se mais eficiente que a agua ou o etanol

separadamente.
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Globalmente, as folhas apresentaram o maior teor de todos 0Ss grupos
fendlicos, um padrdo de acumulacdo possivelmente ligado ao papel fendlico
na sobrevivéncia fisiologica das plantas, uma vez que fendlicos e flavondides,
em particular, podem agir como filtros UV protegendo o0s tecidos
fotossintéticos nas folhas, a maior area exposta a radiacdo (HARBORNE &
WILLIAMS, 2000 apud PEREIRA et al., 2017). A polaridade dos solventes
define a composicado dos extratos obtidos e o metanol € conhecido por sua
afinidade com uma ampla diversidade de compostos bioativos, a saber
fenolicos (KHODDAMI et al., 2013).

5.4. Teor de Flavondides Totais

O teor de flavondides totais expressos em mg equivalente de quercitina
por grama de semente (MgEQ/g) obtido nas extrac6es por maceracao a frio
usando os solventes n-hexano, diclorometano e etanol para as duas espécies

de tansagem estédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Teor de flavonoéides totais extraidos em extrato usando os solventes

n-hexano, diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa, expressos
(mgEQ/9).

Flavonoides totais (mgEQ/Q)

Solventes :
P. major P.tomentosa
n-hexano 43,009°A + 7,648 37,8664 + 3,439
Diclorometano 54,3528 + 0,418 87,2873A + 8,661
Etanol 114,063%A + 11,075 31,551°B + 6,624
Total 211,423 £31,711 156,704 + 8,046

Média = desvio padrdo; letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas
diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo Teste de
Tukey e t student, respectivamente.

Pode-se observar uma maior concentracdo de flavondides (114,06
mg/g) para o extrato de P. major em etanol, diferindo estatisticamente
(p<0,05) dos extratos com n-hexano e diclorometano, comprovando assim

que extracbes com etanol sado eficientes em arraste de flavondides
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(CECHINEL FILHO, 1998). Para a P. tomentosa 0s maiores teores de
flavonoides (87,29 mg/g) foram obtidos no extrato com o diclorometano,
diferindo estatisticamente (p<0,05) dos extratos com n-hexano e etanol.

Comparando-se as duas espécies de tansagem, verifica-se uma maior
concentracdo de flavondides na P. major para o extrato com etanol (114,063
mg/g). Na P. tomentosa a concentracdo maior de flavondides foi obtida no
extrato com diclorometano (87,287 mg/qg), diferindo estatisticamente (p<0,05)
dos demais solventes, bem como do extrato etandlico da P. major.

Quando comparado o teor de flavondides totais nas duas espécies de
sementes de tansagem, observa-se uma maior concentracdo na P. major
(211,423 mg/g), enquanto que para a P. tomentosa, foi obtido 156,704 mg/g.

Teores esses muito superiores aos relatados por Kobeasy, et al.,
(2010) que encontraram concentracdes de flavondides nas folhas (6,41 mg/qg)
e sementes (3,03 mg/g) de P. Major, obtidos através de maceracédo utilizando
como solvente o etanol. Ja no estudo realizado por Gélvez et al. (2005) em
extratos metandlicos de folhas secas e em pd de cinco espécies de Plantago
(P. afra, P. coronopus, P. lagopus, P. lanceolata e P. serraria) foram extraidas
por Soxhlet por 48 h com metanol, os autores relatam que o conteludo de
flavondides encontrado variou entre 0,69 a 3,09 mg/100g.

Para Pereira et al. (2017), os flavondides também foram os principais
constituintes de quase todos os extratos de P. coronopus, variando de
0,10 mgEQ/g no extrato hexanico das raizes até 146 mgEQ/g no extrato
metandlico das folhas obtidos por maceragcédo e extraidos sequencialmente
com solventes de polaridade crescente (acetato de etilo, metanol e agua). As
diferencas observadas podem estar relacionadas a diferentes procedimentos
de extracdo e/ou meétodos analiticos utilizados, ou tempo de colheita e
caracteristicas ambientais que também podem influenciar a concentracédo de
compostos em Plantago. No entanto, os flavondides sdo uma das classes
mais caracteristicas de compostos nas espécies de Plantago (KSOURI et al.,
2012).

O excelente valor de fendis totais obtidos nesse estudo deve-se ao
método de extracdo utilizado. A vantagem da extracdo sequencial é que,

como 0s compostos tem mais afinidade por determinado solvente, usando
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mais de um solvente com polaridade diferente, os compostos nao desejados
serdo extraidos em outro solvente, fazendo assim, uma selecdo natural
(faxina), restando os compostos desejados, como é o caso do n-hexano, do
acetato de etila e do etanol que s&o solventes capazes de extrair compostos
fendlicos, flavondicos e terpenos (PATEL et al., 2016). Também na extracao
fracionada obtém-se um melhor rendimento do extrato, pois ao se aplicar o
fracionamento dos solventes, evita-se a saturacdo dos mesmos, reduzindo

assim o tempo de extracdo bem como melhorando seu desempenho.
5.5. Taninos Totais

O teor de taninos totais obtido nas extracdes por maceracdo a frio
usando os solventes n-hexano, diclorometano e etanol para as duas espécies

de tansagem estédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Teor de taninos totais extraidos com n-hexano, diclorometano e

etanol para P. major e P. tomentosa.

Taninos totais (g/1009)

Solventes :
P. major P.tomentosa
n-hexano 0,993%A + 0,004 0,170%B £ 0,007
Diclorometano 1,8712A + 0,017 0,2315B + 0,020
Etanol 1,726°A + 0,008 0,68728 + 0,002
Total 4,590 1,088

Média = desvio padrdo; letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas
diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo Teste de
Tukey e t student, respectivamente

Pode-se observar uma maior concentracdo de taninos (1,871g/100g)
para o extrato de P. major em diclorometano, diferindo estatisticamente
(p<0,05) dos extratos com n-hexano e etanol. Para a P. tomentosa 0os maiores
teores de taninos (0,687 g/100g) foram obtidos no extrato com o etanol,
diferindo estatisticamente (p<0,05) dos extratos com n-hexano e

diclorometano.
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Comparando-se as duas espécies de tansagem, verifica-se uma maior
concentracdo de taninos na P. major para o extrato com diclorometano
(1,871 g/100g) diferindo da P. tomentosa que apresentou maior teor (0,687
g/100g) para o extrato de etanol. Quando comparado o teor de taninos totais
nas duas espécies de sementes de tansagem, observa-se uma concentracao
4,2 vezes maior na P. major em relacdo a P. tomentosa. Teores esses bem
acima aos relatados por Kobeasy et al. (2010) que encontraram
concentracdes de taninos nas sementes de P. major de 243 mg/100g obtidos
através de maceracao utilizando como solvente o etanol.

Comparando-se o0s resultados obtidos com os dados de literatura
(TRUGILO et al., 1997), pode-se observar que os extratos da semente da
tansagem apresentaram um rendimento baixo, visto que espécies conhecidas
pelos seus elevados teores de taninos, apresentam até 20g/100g de taninos
totais, como é o caso da goiabeira (Psidium guajava: 13 a 17g/100g) e do
araca-pitanga (Psidium ruum: 20g/100g). A Acacia mearnsii (acéacia-negra) é
uma das espécies com maior potencial para a utilizacdo industrial da casca na
producdo de taninos, apresentando 14g/100g de taninos totais na casca
(PANSERA et al., 2001).

Em estudo realizado por Grubesic et al. (2005) foi aplicado o
procedimento espectrofotométrico de UV-Vis com o reagente de Folin-
Ciocalteu para determinagao de taninos totais em folhas, caules e flores de
espécies de Plantago (ndo especificada espécie), cultivadas na Croacia. Os
resultados mostraram um teor de taninos nas hastes de 0,28g/100g a
1,0g/100g, enquanto as folhas e flores continham taninos nas concentragdes
de 2,269/100g a 2,21g/100g, respectivamente.

5.6. Atividade Antioxidante

Os resultados de atividade antioxidante obtidos nas extracdes por
maceracao a frio usando os solventes n-hexano, diclorometano e etanol para
as duas espécies de tansagem utilizando radical estavel 1,1-difenil-2-picril-

hidrazila (DPPH) expressos ICso (mg/mL) estdo apresentados na Tabela 7.
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Uma curva de atividade antioxidante de cada extrato das sementes de
tansagem esta apresentada no Apéndice IV.

Pode-se observar que a extragdo com etanol da semente de P. major
apresentou a melhor atividade antioxidante (ICso de 0,019 mg/mL) diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos extratos com n-hexano e diclorometano bem
como dos extratos de P. tometosa. Essa concentracdo pode ser comparada
com antioxidantes por exceléncia, como o acido ascorbico (ICso = 0,002
mg/mL), e o BHT (ICso = 0,005 mg/mL) (KUNFER, 2010), que s&o
antioxidantes comerciais. O resultado encontrado esta de acordo com
Kobeasy et al. (2010) que observou que os extratos de etanol das folhas e
sementes da P. major possuem mais atividade antioxidante que os demais

extratos com agua fria e agua quente.

Tabela 7. Atividade antioxidante de extratos usando os solventes n-hexano,

diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa, expressos em ICso

(mg/mL).
ICs0 (mg/mL)
Solventes :
P. major P. tomentosa
n-hexano 32,965%A + 2,984* 30,1892A + 6,448
Diclorometano 2,534°A + 0,519 0,139¢B + 0,015
Etanol 0,019¢B + 0,001 0,169 A + 0,009

Média + desvio padrdo; letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas
diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo Teste de
Tukey e t student, respectivamente.

*Este resultado foi estimado pela extrapolacéo da curva de atividade antioxidante

Este estudo também apresenta um valor de ICso melhor que ao
relatado por Mensor et al. (2001), na planta Ginkgo biloba, que é considerada
uma das plantas com alta atividade antioxidante, apresentando um ICso de
0,04 mg/mL.

Em outro estudo realizado por Souri et al. (2008) foram pesquisadas 24
plantas quanto a sua atividade antioxidante, onde os extratos foram obtidos
por maceracdo em metanol, relataram que enquanto o pepino (Cucumis
sativus) tem uma baixa atividade antioxidante, a semente dele mostrou uma

atividade antioxidante excepcional (ICso = 0,00125 mg/mL), que foi cerca de
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dez vezes maior do que a-tocoferol (vitamina E) (ICso = 0,015 mg/mL).
Segundo Souri et al. (2008) a atividade antioxidante apresentada em ICso é
dividida em 3 grupos: alto (ICso <0,02 mg/mL), moderado (0,02 mg/mL< ICso
<0,075 mg/mL) e baixo (ICso> 0,075 mg/mL). Segundo esta classificagéo, o
extrato de etanol da P. major deste estudo apresentou uma alta atividade
antioxidante, apresentando um ICso (0,019 mg/mL).

A excelente atividade antioxidante expresso pelo ICso (0,019 mg/mL)
encontrado no extrato de etanol das sementes de P. major sugere ser pelo
fato da extracdo por maceracéao a frio ser sequencial, onde os solventes de n-
hexano e diclorometano, que foram usados anteriormente, podem ter extraido
outros compostos que tem mais afinidade por solventes com polaridade nula
e intermediaria, fazendo assim uma limpeza, restando somente compostos
com maior afinidade ao etanol, solvente esse de polaridade alta, que contém
maior afinidade por compostos que possuem atividade antioxidante.

Para a P. tomentosa a melhor atividade antioxidante (ICso de
0,139 mg/mL) foi obtida no extrato com o diclorometano, diferindo
estatisticamente (p>0,05) dos extratos com n-hexano e etanol.

Comparando-se as duas espécies de sementes de tansagem verifica-
se uma melhor atividade antioxidante (com ICso de 0,019 mg/mL) para o
extrato com etanol na P. major, enquanto que para a P. tomentosa, a melhor
atividade antioxidante (com ICso de 0,139 mg/mL) foi obtida com o extrato
com diclorometano, diferindo estatisticamente dos demais solventes. Contudo
no extrato com n-hexano néo foi observada diferenca significativa entre as
duas espécies.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Galvez et al. (2005), Souri
et al. (2008) e Beara et al. (2009) que examinaram espécies de Plantago
guanto a atividade antioxidante e relataram que ela poderia ser considerada
como uma possivel nova fonte de antioxidantes naturais. Amic¢ et al. (2003)
avaliaram a atividade antioxidante de toda a planta de P. major extraida em
metanol. Os resultados mostraram que uma concentracdo de 0,8 mg/g
apresentou 89,3 = 1,5% de atividade sequestradora. Os compostos
responsaveis que tém a propriedade de eliminacdo contra DPPH séo

provavelmente os grupos hidroxila presentes nos compostos fendlicos de P.
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major. Outro componente quimico que pode ser responsavel pela atividade
sequestradora séo os flavonoides. Eles possuem um anel B ocupado com 3/,
4'-di-hidroxi e/ou grupo 3-OH que pode atrair e diminuir os radicais de
oxigénio em substancias neutralizadas como agua (KOBEASY, et al., 2010).
No estudo realizado por Gélvez et al. (2005) em extratos metandlicos
com solvente de butanol/acido acético/dgua (40:10:50), onde cinco espécies
de Plantago (P. afra, P. coronopus, P. lagopus, P. lanceolata e P. serraria)
foram avaliadas em cromatografia em camada fina (TLC) obtiveram uma
excelente atividade antioxidante para a P. serraria (ICso de 0,0076 mg/mL),
seguidos de (ICso de 0,03086 mg/mL) para a P. lanceolata, (ICso de 0,03131
mg/mL) para a P. lagopus, (ICso de 0,04743 mg/mL) para a P. coronopus e
(ICs0 de 0,08522 mg/mL) para a P. afra. Os extratos de ambas as sementes

obtidos com o solvente n-hexano ndo apresentaram atividade antioxidante.

5.7. Atividade Microbiana (CIM)

Os resultados de atividade microbiana, através da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) obtidos nas extracdes por maceragdo a frio usando
diferente solventes (n-hexano, diclorometano e etanol) para as duas espécies
de tansagem utilizado o método indireto de crescimento bacteriano, mediante
a densidade o6tica em meio de cultura liquido expressos em mg/mL estdo
apresentados na Tabela 8.

Verificou-se que o0s extratos das sementes de tansagem possuem boa
eficacia de CIM frente as bactérias Gram-negativas Salmonella choleraesuis
ATCC 10708 e Escherichia coli ATCC 25922, e Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e Listeria monocytogenes ATCC 7644.

A amostra de P. major com o extrato diclorometano apresentou melhor
eficacia frente as bactérias Gram-negativas S. choleraesuis e E. coli, a qual
apresentou uma CIM inferior a 1,239 mg/mL, seguido de n-hexano com CIM
1,288 mg/mL para ambas bactérias Gram-positiva e Gram-negativa. Ja para a
P. tomentosa a CIM menor foi em extrato de n-hexano para L. monocytogenes
apresentando uma CIM de 1,624 mg/mL, seguido de etanol para para as

bactérias S. Aureus e S. choleraesuis, com CIM de 1,765 mg/mL. Também
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pode-se observar que os resultados encontrados no estudo ficaram muito
proximos entre os diferentes extratos e também em relacdo as duas espécies
de sementes, ficando entre 1,288 mg/mL e 3,746 mg/mL para a P. major,
enquanto que para a P. tomentosa os valores obtidos ficaram entre 1,624

mg/mL e 3,615 mg/mL.

Tabela 8. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de extratos usando o0s
solventes n-hexano, diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa,

expressos em CIM (mg/mL).

CIM (mg/mL)
Micro-organismo Solventes
n-hexano Diclorometano Etanol
P. major
S. aureus 1,288 2,479 2,126
E. coli 1,288 1,239 2,126
L. monocytogenes 1,288 3,746 2,126
S. choleraesuis 1,288 1,239 2,126
P. tomentosa
S. aureus 3,249 3,615 1,765
E. coli 2,436 1,807 2,354
L. monocytogenes 1,624 1,807 2,354
S. choleraesuis 2,436 1,807 1,765

Esses valores podem ser comparados com o0 ensaio realizado por
Unsal et al. (2010), onde a amostra mais ativa foi o extrato etandlico de P.
major, o qual apresentou CIM igual a 0,01952 mg/mL frente a S. aureus.
Frente aos outros micro-organismos, os valores de CIM foram: 0,625 mg/mL
para S. epidermidis e C. albicans. O extrato éter de petroleo apresentou
valores de CIM de 0,1562 mg/mL para S. aureus; 0,3125mg/mL S.
epidermidis; 0,625 mg/mL para S. flexneri e C. albicans. Ambos extratos
foram pouco ativos para a E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis e inativos para
a P. aeroginosa.

Em outros estudos, foi observado que o extrato de éter de petrdleo das
folhas de P. major foi ativo frente a E. coli, apresentando valor de CIM igual a
0,3125 mg/mL (UZUN et al., 2004). Ainda, o extrato etanélico demonstrou

leve atividade frente a Pseudomonas vulgaris, com halo de inibicdo igual a
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7,33 mm (PEHLIVAN et al., 2012); e moderada inibicdo do crescimento de E.
coli (42,5 mg/mL) e de B. cereus (42,5 mg/mL) (METINER et al., 2012).

Vargas Neto (2004) avaliou o extrato etandlico de folhas e flores de P.
major frente a diferentes cepas de Candida: C. albicans, C. tropicallis, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr. O crescimento de C.
albicans e C. tropicalis foi completamente inibido pelo extrato de tansagem. O
extrato foi fracamente ativo frente a C. guilliermondii, ndo sendo ativo frente
as cepas de C. parapsilosis, C. krusei e C. kerfyr.

Os extratos hidroalcodlicos das folhas da planta apresentaram efeito
moderado frente a Candida krusei (0,125 mgmL), fraca inibicdo do
crescimento de S. aureus e C. tropicalis (1 mg/mL), ndo sendo ativos contra
C. parapsilosis, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa (HOLETZ et al., 2002), C.
albicans (HOLETZ et al., 2002; HUAMANI & QUEIROZ, 2005) e Aspergillus
niger (>1 mg/mL) (HUAMANI & QUEIROZ, 2005).

Velasco-Lezama et al., (2006) analisaram a capacidade antimicrobiana
dos extratos aguoso, metandlico, cloroférmico e hexanico das partes aéreas
de P. major, frente a E. coli, B. subtilis e C. albicans. O crescimento de B.
subtilis foi inibido pelo extrato aquoso de 78 a 21%, nas concentracdes de 400
a 25 mg/mL. O extrato hexanico apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento de E. coli, o qual variou de 94 a 37%, nas mesmas
concentracdes. O extrato metandlico inibiu fracamente o crescimento de B.
subtilis e o extrato cloroférmico inibiu fracamente o crescimento de E. coli.

Também, Velasco-Lezama et al. (2006) verificou que as atividades
antibacterianas de folhas e sementes de P. major em &gua, metanol,
cloroférmio e extratos de hexano foram positivos para E. coli, B. subtilis e
culturas de C. albicans em diferentes faixas. Além disso, um estudo
conduzido por Sharifa et al. (2012) testou toda a planta de P. major em
extratos aquosos de metanol e etanol em B. subtilis, S. aureus, C. albicans, C.
tropicalis e E. coli. Os resultados mostraram que os extratos de metanol e
etanol demonstraram atividade bactericida contra bactérias Gram positivas e
Gram-negativas em concentracées de 100-200 mg/mL, mas n&o houve

atividade. Isso foi provado usando a observagao por microscopia.
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Outro estudo conduzido por Metiner et al. (2012) examinou a atividade
antibacteriana das folhas de P. major extraidas em acetona e etanol usando o
método do liquido de macrodiluicdo (tubo). Ambos os extratos foram
estudados em nove espécies de bactérias (E. coli, B. cereus, B. subtilis, S.
epidermidis, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumonia, S. enteritidis e P.
mirabilis). Os resultados mostraram que o extrato de etanol foi eficaz apenas
contra E. coli e B. cereus. Em contraste, o extrato de acetona de P. major
mostrou efeito em todas as nove espécies de bactérias com diferentes

concentracoes.

5.8. Toxicidade

Os resultados para toxicidade obtidos nas extracbes por maceracao a
frio usando diferente solventes (n-hexano, diclorometano e etanol) para as
duas espécies de tansagem frente aos nauplios da Artemia salina em meio de
cultura liquido expressos em percentual de mortalidade nas concentracdes de
10 a 1000 pg/mL estédo apresentados na Tabela 9.

Podese observar que apenas o extrato de n-hexano da P. tomentosa
apresentou 100% de mortalidade na concentracdo 250 pg/mL. As outras
concentracfes (10 a 150 pug/mL) do extrato demonstraram uma mortalidade
de 19,32 a 92,09% indicando assim, sua toxicidade frente aos nauplios da A.
salina. Ja para a P. major, o percentual de mortalidade avaliado até a
concentracdo 1000 pg/mL (que foi a maior concentracdo avaliada) foi de
73,125%. As outras concentragcdes (10 a 750 pg/mL) do extrato
demonstraram uma mortalidade de 0,840 a 54,762%.

Para o extrato de diclorometano, a porcentagem de mortalidade variou
entre 1,186 e 17,167% para a P. major nas concentragdes 100 a 1000 pg/mL
e para a P. tomentosa, ficou entre 3,185 e 5,921% nas concentra¢gbes 100 a
1000 pg/mL demonstrando assim, ndo apresentar toxicidade, também nao
sendo possivel calcular a concentracdo de letalidade (CLso), pois néo
apresentaram mortalidade superior a 50% dos nauplios da A. salina.

O extrato de etanol apresentou a menor mortalidade entre os solventes

estudados, com valores de 0,844 e 5532% para a P. major nas
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concentracfes 750 e 1000 pug/mL e para a P. tomentosa o percentual de
mortalidade ficou entre 1,914 e 3,185% nas concentracdes entre 100 pug/mL a
1000 pg/mL, demonstrando assim, ndo haver toxicidade no extrato de etanol,
também ndo sendo possivel calcular a concentracdo de letalidade (CLso) pois
nao apresentaram mortalidade superior a 50% dos nauplios da A. salina. Na

auséncia de extrato ndo foi observada mortalidade (Branco).

Tabela 9. Toxicidade de extratos usando os solventes n-hexano,
diclorometano e etanol para P. major e P. tomentosa, expressos em

percentual (%) de mortalidade.

Mortalidade (%)

Concentracao
Solventes
(Mg/mL) .
n-hexano Diclorometano Etanol
P. major

0 0 0 0
10 0,840 n.a. n.a.
25 5,628 n.a. n.a.
50 18,623 n.a. n.a.
75 21,930 n.a. n.a.
100 30,712 1,186 0,000
250 34,579 0,000 0,000
500 44,444 0,800 0,000
750 54,762 2,252 0,844
1000 73,125 17,167 5,532

P. tomentosa
0 n.a. 0,000 0,000
10 19,318 n.a. n.a.
25 43,446 n.a. n.a.
50 64,528 n.a. n.a.
75 n.a. n.a. n.a.
100 86,905 3,185 1,914
150 92,086 3,165 2,597
250 100,000 n.a. n.a.
500 n.a. 4,575 4,787
750 n.a. 2,597 1,987
1000 n.a. 5,921 3,185
Branco 0,506

n.a. - Concentragcéo ndo avaliada.
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Mirzaei et al., (2013) avaliaram a citotoxicidade e a letalidade dos
extratos n-hexano, acetato de etila e metanol de P. major a 10, 100, 500 e
1000 pg/mL. Foram utilizados camarfes de agua salgada (Artemia salina)
para os testes. Agua salgada artificial e timol foram usados como controles
negativo e positivo, respectivamente. Todos 0s extratos apresentaram
mortalidade (100%) a 1000 pg/mL. As outras concentracdes do extrato
demonstraram uma mortalidade de 10 a 72%.

Os resultados para toxicidade obtidos nas extracbes por maceracao a
frio usando diferente solventes (n-hexano, diclorometano e etanol) para as
duas espécies de tansagem frente aos nauplios da Artemia salina em meio de
cultura liquido que apresentaram mortalidade superior a 50%, expressos em

concentracéo de letalidade (CLso) estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Toxicidade de extratos em n-hexano que apresentaram
mortalidade superior a 50%, expressos em concentragcao de letalidade (CLso).

CLso (pg/mL) n-hexano
P. major 621,746
P. tomentosa 58,886

Pode-se observar que, para o extrato de n-hexano da P. tomentosa a
CLso foi menor que a P. major, indicando maior toxicidade do extrato de n-
hexano da P. tomentosa, com o percentual maximo de mortalidade (100%)
para a concentragéo de 200 pg/mL.

A concentracéo letal mediana (CLso) € a dose necessaria de uma dada
substancia para matar 50% da populacéo teste e segundo Meyer et al. (1982)
sdo consideradas bioativas/toxicas substancias que apresentam CLso abaixo
de 1000 ug/mL em Artemia Salina. Uma baixa CLso indica que o extrato &
altamente letal e que o extrato da planta pode conter compostos citotoxicos
potentes (OGUNNUSI & DOSUMU, 2008).

Desta forma, segundo a classificacdo de Meyer et al. (1982), o extrato
de n-hexano da P. tomentosa deve ser considerado com toxicidade frente aos

nauplios da A. salina (CLso = 58,886 pg/mL).
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J4 para o mesmo extrato, porém da P. major, o percentual de
mortalidade avaliado até a concentracdo 1000 pug/mL, utilizando a equacao da
reta, apresentou um valor para CLso de 621,746 pg/mL, demonstrando que,
também o extrato de n-hexano, embora numa toxicidade muito menor, é
toxico frente aos nauplios da A. salina.

O valor encontrado pode ser comparado ao estudo realizado por
Mirzaei et al. (2013), que avaliaram a citotoxicidade e a letalidade dos extratos
n-hexano, acetato de etila e metanol das folhas de P. major a 10, 100, 500 e
1000 pg/mL. Foram utilizados camardes de agua salgada (Artemia salina)
para os testes. Todos os extratos apresentaram mortalidade (100%) a 1000
Mg/mL. O extrato acetato de etila foi o mais potente e apresentou a maior
porcentagem de mortalidade com os menores valores de CLso de 262 pug/mL.
Apéds acetato de etila, o extrato hexanico apresentou a maior toxicidade com
valor de ClLso de 290 pg/mL. O extrato metandlico apresentou a menor
mortalidade com os maiores valores de CLso de 321,6 pg/mL. Segundo os
autores, estes extratos podem ser considerados toxico para células tumorais
e normais.

Os baixos niveis de CLso obtidos a partir dos diferentes extratos de P.
major estdo associados as suas tradicionais utilizacbes medicinais
antitumorais, anti-helminticas, antivirais e anti-reumaticas (FRANCA et al.,
1996). Esses baixos valores de CLso estdo relacionados a substancias
toxicas, como flavonoides, flavonas e luteolina, presentes nesta planta
(KOBEASY et al., 2011). P. major demonstrou propriedades inibitérias e
citotoxicas do crescimento em diferentes tumores malignos, leucemia
mielocitica aguda e adenocarcinoma mamario (GALVEZ et al., 2003,
KOBEASY et al., 2011). Além disso, esta planta apresenta atividade
antibacteriana (GOMEZ et al., 2000).

Também, a tintura das folhas de P. major, contendo 49% de teor
alcodlico, foi avaliada em estudo in vitro, frente a A. salina, como teste
alternativo para determinacédo da toxicidade de produtos naturais. As larvas
vivas foram contadas e a CLso foi estimada. As concentracbes de 10, 100 e
1000 pg/mL da tintura causaram mortalidades de 5,7; 9,3 e 10,
respectivamente, sendo o valor de 10 correspondente a 100% mortalidade. O
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valor encontrado de CLso para a tintura foi de 4,74 pg/mL. A mesma tintura foi
avaliada por metodologia in vivo, administrando-a em camundongos albinos,
em dose Unica, administrada por via oral. A CLso, ap0s 24 horas do inicio do
tratamento, foi de 182,54 mg/kg. Foi estabelecida boa correlacdo entre os
resultados in vitro e in vivo (r = 0,85) (LAGARTO et al., 2001).

Os resultados de composicdo nutricional das sementes das duas
espécies de tansagem estudas (P. major e P. tomentosa) e das andlises de
atividade antioxidante, fendis totais, flavonoides totais e atividade
antimicrobiana dos seus extratos foram promissores, com destaque para o
extrato macerado com etanol e em especial para a P. major. Este potencial &
confirmado, principalmente visto que, os extratos obtidos, exceto para n-
hexano, ndo apresentaram toxicidade frente a A. salina, sugerindo uma

possivel aplicacdo nutricional e na area de seguranca de alimentos.
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6. CONCLUSAO

As sementes de tansagem estudas (P. major e P. tomentosa)
apresentaram uma composicao centesimal similar e com potencial nutricional,
confirmando uma possivel aplicagdo na alimentacdo humana (PANC) ou
animal, visto a presenca de proteinas, carboidratos, lipideos, fibras e
minerais, como Ca, Mg, Na, K, Zn, Fe e Mn. Na composicdo centesimal das
sementes obteve-se 10,51 e 9,47% de teores de umidade, 16,78 e 17,44% de
proteina bruta, 0,10 e 0,11% de lipidios, 58,87 e 59,08% de carboidratos
totais, 2,98 e 3,86% de cinzas brutas e 10,78 e 10,04% de fibra bruta para P.
major e P. tomentosa, respectivamente.

Os extratos das sementes da P. major obtidos por extracéo fracionada
e sequencial com solventes de diferentes polaridades (n-hexano,
diclorometano e etanol) apresentaram maiores teores de fendis totais,
flavonoides totais e atividade antioxidante quando comparado aos demais
extratos da P. tomentosa. Em relacdo aos extratos, quanto ao teor de fendis
totais, obteve-se uma maior concentragdo na P. major (377,98 mgEAG/g) em
comparacdo com a P. tomentosa (64,29 mgEAG/g). Para o teor de
flavondides totais, obteve-se uma maior concentracdo na P. major (211,42
mMgEQ/g) em relacdo a P. tomentosa (156,70 mgEQ/g). E para taninos totais
obteve-se um teor de 4.590 mg/100g para a P. major e 1.088 mg/100g para a
P. tomentosa. Ja na atividade antioxidante, a extracdo com etanol da P. major
apresentou o melhor 1Cso de 0,019 mg/mL. Em P. tomentosa, o melhor valor
de ICso foi de 0,139 mg/mL no extrato diclorometanico.

Também apresentaram baixa CIM para as bactérias S. aureus, L.
monocytogenes, E. coli e S. choleraesuis e ndo apresentaram toxicidade
frente aos nauplios da A. salina para os extratos de diclorometano e etanol.
Somente o extrato de n-hexano demostrou toxicidade para as duas espécies
de tansagem. Verificou-se que 0s extratos das sementes de tansagem
possuem boa concentragao inibitoria minima (CIM) para todos os extratos (n-
hexano, diclorometano e etanol). Os extratos de diclorometano e etanol de

ambas as sementes ndo apresentaram toxicidade frente a larva da Artemia
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Salina. Somente os extratos de n-hexano apresentaram toxicidade, com ClLso
de 58,88 pg/mL para a P. tomentosa e CLsode 621,75 pug/mL para a P. major.
O uso da extracdo por maceracao a frio fracionada e sequencial com
solventes de diferentes polaridades das sementes da tansagem sdo uma
alternativa para otimizar o processo de extragdo e obter atividades biolégicas.
P. tomentosa e, principalmente P. major se destacaram em relacdo ao teor de
fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante, demonstrando assim,
uma excelente oportunidade de utilizar sementes de uma planta, muitas vezes
negligenciada, visto que o0s seus extratos, exceto para n-hexano,
apresentaram atividades antioxidante e antimicrobiana, sem apresentar

toxicidade frente a A. salina.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

- Determinar a concentracdo de &acidos graxos tipo 6megas nos
extratos obtidos com solventes de diferentes polaridades;

- Testar a atividade antimicrobiana frente a outros micro-organismos;

- Testar diferentes temperaturas e tempos de extracao;

- Testar outros solventes para a extracao por maceragao a frio;

- Testar outros métodos de extracdo, comparando os extratos com 0s
obtidos por maceracéao a frio;

- Aplicar os extratos obtidos em filmes.

- Aplicacao das sementes em produtos panificados.
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Figura 5. Curva padrao de acido galico para determinacéo de fendis totais.
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Figura 6. Curva padrdo de quercetina para determinacdo de flavonoides

totais.
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Figura 7. Curva padrdo para determinacao de taninos.
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Figura 8. Curvas de atividade antioxidante para extratos de sementes (a) P.

tomentosa e (b) P. major.
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