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Efeito de diferentes técnicas extrativas no rendimento, atividade antioxidante,
doseamentos totais e no perfil por clae-dad de dicksonia sellowiana (presl.). Hook,
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RESUMO: A espécie Dicksonia sellowiana, conhecida popularmente como xaxim, € uma
samambaia natural do continente americano e encontrada no Brasil na Mata Atlantica. Em 2001
sua utilizagéo para confecgéo de vasos para jardinagem foi proibida, e a mesma foi inserida na
lista do IBAMA como espécie ameacgada de extingao. O presente trabalho descreve o efeito de
diferentes técnicas de extragdo, incluindo ultra-som, turbdlise, maceracao, infusdo, decocto e
soxhlet utilizando etanol e solvente hidroalcodlico 70%, sob aspectos fisicos e quimicos. Foi
avaliado o rendimento de cada extracdo, o perfil por CLAE-DAD, o conteudo de polifendis,
flavonoides, proantocianidinas e esteroides além das atividades antioxidantes pelos métodos
DPPH e redugao do complexo fosfomolibdénio. Os dados foram avaliados estatisticamente
através de desvio padrao, Tuckey e PCA. Os resultados demonstraram que a extragdo por
Soxhlet utilizando ambos os solventes € a que possui maior rendimento final, porém o rendimento
nao esta diretamente relacionado com o aumento nos teores de bioativos totais e atividades
antioxidantes. As extragdes por decocgao e turbdlise utilizando solvente hidroalcodlico foram as
que apresentaram melhores resultados nos teores totais e na atividade antioxidante, resultados
que ficam evidentes quando avaliados por PCA, demonstrando que este solvente e estas
extragdes sao mais seletivas no estudo proposto.
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ABSTRACT: Effect of different extraction techniques on the yield, antioxidant activity, total
dosages, and profile by hplc-dad of Dicksonia sellowiana (Presl.). Hook, dicksoniaceae.
The species Dicksonia sellowiana, popularly known as xaxim, is a fern native to the Americas
and found in Brazil in the Atlantic Forest. In 2001, its use for making gardening pots was banned,
and it was added to the IBAMA [Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural
Resources] list as an endangered species. This paper describes the effect of different extraction
techniques — including ultrasound, turbolysis, maceration, infusion, decoction, and soxhlet using
ethanol and 70% hydroalcoholic solvent on its physical and chemical aspects. The yield of each
extraction was evaluated, as well as the profile by HPLC-DAD, the polyphenol content, flavonoids,
proanthocyanidins, and steroids, in addition to the antioxidant activities through the DPPH and
phosphomolybdenum complex reduction methods. The data were statistically analyzed through
standard deviation, Tukey, and PCA. The results showed that the soxhlet extraction using both
solvents had the highest overall yield; however, the yield is not directly related to the increase
in total bioactive content and antioxidant activities. Extractions by decoction and turbolysis
using a hydroalcoholic solvent exhibited the best results in total content and antioxidant activity
— results that are evident when evaluated through PCA, demonstrating that this solvent and
these extractions are the most selective in the proposed study.

Keywords: Dicksonia sellowiana; extraction techniques; bioactives; antioxidant activity.

INTRODUGAO . . . ) _
A espécie Dicksonia sellowiana conhecida samambaiagu imperial, € uma samambaia
popularmente como xaxim, samambaiacu e pertencente a familia Dicksoniaceae, uma pequena
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familia de fetos arborescentes encontradas em
regides tropicais do hemisfério sul, com espécies
que podem chegar a 4 metros de comprimento
(Joly, 1985; Mielke, 2002). Esta espécie € muito
encontrada no Brasil nas regides sul e sudeste,
tendo registros também desde o sul do México até
o Uruguai (Tryon & Tryon, 1982; Fernandes, 1997).

O uso popular possui registros da utilizagao
desta espécie de diversas maneiras (via oral,
tépica ou por inalagéao) para o tratamento da asma,
da pele, doengas cardiovasculares e doenga
parasitaria (Corréa, 1984; Marquesini, 1995). Entre
os metabolitos secundarios ja identificados destaca-
se a presenca de polifendis (flavonoides e taninos) e
as substancias acido galico e acido protocatecuico
(Oliveira, 2012). Estudos demonstram que a espécie
possui atividade antioxidante frente a oxidagéo
lipidica, sem possuir toxicidade em modelos in vitro
(Oliveira et al., 2015).

Devido a exploragdo comercial dessa
planta para a confecgédo de vasos para jardinagem
e floricultura, o CONAMA - Conselho Nacional de
Meio Ambiente - elaborou a resolugao 278/2001, que
veta o comércio, colocando a planta endémica da
Mata Atlantica, na lista oficial do IBAMA - Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, de espécies brasileiras
ameacadas de extingao (Portaria/[BAMAN®. 37-N/92
e COPAM 085/97) e no Apéndice Il da Convengéao
Internacional sobre o Comércio Internacional de
Espécies da Fauna e Flora em Perigo de Extingao
— CITES (2015).

Abusca por compostos bioativos de origem
natural com alta capacidade antioxidante aumentou
consideravelmente nas duas ultimas décadas,
principalmente devido ao seu potencial preventivo
e no tratamento de doengas cardiovasculares,
doencas crbnicas e neurodegenerativas (Gil-Chavez
et al., 2013). Neste sentido, encontrar métodos
extrativos eficientes bem como a caracterizagao de
compostos bioativos a partir de fontes naturais é de
grande desafio para os pesquisadores.

Os métodos extrativos para obtengao de
extratos vegetais incluem maceragéao, infuséo,
percolagdo, decocgao, extragdao continua
quente (Soxhlet), extragdo em contra-corrente,
extragdo assistida por microondas, ultra-som,
fluido supercritico e turbdlise. Além dos métodos
extrativos, sao diversos os fatores que influenciam
na extragdo, como a parte do material vegetal
utilizada, a origem deste, o grau de processamento,
o tamanho da particula, o solvente utilizado, o
tempo de extragao, temperatura, polaridade e
concentragao do solvente (Tiwari et al., 2011).
O solvente utilizado e a polaridade podem
afetar a transferéncia de elétrons e de atomos
de hidrogénio, que é aspecto-chave na extragéao
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de polifendis e consequentemente na capacidade
antioxidante (Rockenbach et al., 2008).

Muitos estudos vém demonstrando a
influéncia da extragdo no teor de metabdlitos
secundarios (Vongsak et al, 2013; Bampouli et
al, 2014; Karabegovi¢ et al, 2014). Neste sentido,
0 objetivo do presente estudo foi comparar os
rendimentos de extracdo, avaliacdo do perfil
cromatografico, teor total de polifendis, flavonoides,
proantocianidinas e esteroides, além das atividades
antioxidantes pelos métodos DPPH e fosfomolibdénio
de extratos de frondes de xaxim, obtidos por
ultrassom, turbdlise, maceragao, infuséo, decocto e
Soxhlet utilizando como solventes extragédo etandlica
e extracao hidroalcodlica 70%.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

As frondes de Dicksonia sellowiana (Presl.)
Hook, da espécie adulta em fase vegetativa, foram
coletadas na cidade de Inacio Martins, Parana, com
localizagédo via GPS S25° 29’ 35,7 WO 51° 12’
00.0”, em abril de 2010. A identificagdo e deposito
da exsicata foi realizada no Museu Botanico de
Curitiba sob o numero 358323. Por tratar-se de uma
espécie ameagada de extingdo, este estudo possui
autorizagado do IBAMA para acesso ao patrimoénio
genético por meio da Autorizagao n.°023/2010, para
fins de pesquisa cientifica, atendendo os requisitos
descritos na resolugéo n° 35, de 27 de abril de 2011
que dispbe sobre a regularizagado de atividade de
acesso ao patriménio genético (Brasil, 2011).

Preparo dos Extratos Vegetais

As frondes foram secas em estufa na
temperatura de 50 °C por um periodo aproximado
de 36 horas, trituradas em moinho de facas/martelo
e tamisado para obter diversas granulometrias, para
o preparo dos extratos foi utilizado p6 abaixo de
500um. Para os seis métodos extrativos propostos
foi utilizado a mesma proporg¢édo da droga vegetal
com o solvente extrator a qual foi de 10 g para 150,00
mL. Foram utilizados dois solventes diferentes nas
extracbes, o primeiro utilizando etanol 92,8% e o
segundo utilizando solvente hidroalcodlico 70%
e todos os 12 extratos vegetais foram filtrados e
concentrados em rota-evaporador.

Métodos a frios
Ultrassom
O extrato bruto por ultrassom foi preparado

por um periodo de 90 minutos em temperatura
ambiente. Foram elaborados dois extratos vegetais
por este método, o extrato bruto por ultrassom
etandlico (US-E) e o extrato bruto por ultrassom
hidroalcodlico (US-HA).
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Turbdlise

O extrato bruto por turbdlise foi preparado
utilizando equipamento Ultraturrax por um periodo
de 10 minutos a 4000 rpm em temperatura ambiente.
Foram elaborados dois extratos vegetais por este
método, o extrato bruto por turbodlise etandlico
(TUR-E) e o extrato bruto por turbdlise hidroalcodlico
(TUR-HA).

Maceracéao

O extrato bruto obtido por maceragao foi
preparado utilizando dois frascos ambares fechados
hermeticamente por um periodo de 7 dias sem
iluminagao. Foram elaborados dois extratos vegetais
por este método, o extrato bruto por maceragao
etandlico (MAC-E) e o extrato bruto por maceragéao
hidroalcodlico (MAC-HA).

Métodos a quente
Decocgao
O extrato bruto por decocgéo foi elaborado
utilizando dois frascos ambares em banho-maria
a 90°C por um periodo de 15 minutos. Esta
temperatura garantiu a ebulicdo do solvente
utilizado. Foram elaborados dois extratos vegetais
por este método: o extrato bruto por decocgéo
etandlico (DEC-E) e o extrato bruto por decocgéo
hidroalcodlico (DEC-HA).

Infusdo

Para estas extragbes, os solventes foram
levados até a temperatura de ebulicéo, e, apos este
processo, foram vertidos em frascos ambarares
que continham o material vegetal e tampados por
um periodo de 30 minutos. Foram elaborados dois
extratos vegetais por este método: o extrato bruto
por infusdo etandlico (INF-E) e o extrato bruto por
infusdo hidroalcodlico (INF-HA).

Soxhlet

Para elaboragao do extrato bruto obtido
por Soxhlet foi observado a limpidez do solvente
extrator, o que caracterizou como a extragao total,
totalizando aproximadamente 8 horas de extracéo.
Foram elaborados dois extratos vegetais por este
método: o extrato bruto por soxhlet etandlico
(SOX-E) e o extrato bruto por soxhlet hidroalcéolico
(SOX-HA).

Determinacgao do residuo seco

1,00 mL de cada extrato foi exatamente
medido e transferido para capsulas de porcelana,
previamente taradas. As capsulas foram colocadas
em estufa sob temperatura de 100 °C, até a secura
e peso constante. As capsulas foram novamente
pesadas e calculados o teor de solidos em 10 g da
droga vegetal e o desvio padréo.

Andlise cromatografica por CLAE-DAD

Os extratos brutos de Dicksonia sellowiana
foram diluidos em MeOH a uma concentracao de
20,00 mg.mL* e submetidos a analise por CLAE
Merck Hitachi — Elite Lachrom, com detector diodo
(DAD) em 295 nm, coluna XTerra® RP18 5 ym,
4,6x250 mm, volume de injegao de 20 L, fluxo 1,00
mL min-. Como fase mével foi utilizado gradiente
de concentracdo o sistema H,0:H,PO, a 0,1% (A)
e MeOH (B) na seguinte programagéao: 1-45 min,
iniciando com 10% de fase B e finalizando em 45
min com 100% de fase B. O MeOH utilizado foi grau
HPLC (TEDIA) e a agua MilliQ.

Quantificagao de metabdlitos
Doseamento de polifenéis totais

Para determinacao do teor de fendlicos
totais, os extratos brutos diluidos em metanol (1000
pg.mL) foram adicionados 0,2 mL das amostras
em tubo de ensaio e este completado para 3.2 mL
com agua destilada, apos total solubilizagéo foi
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau
novamente homogeneizado e adicionado 0,4 mL
de carbonato de sédio a 10%, agitado e depois
30 minutos de repouso em temperatura ambiente
(Slinkard & Singleton, 1977). Apos este periodo
foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro
a 760 nm utilizando curva de calibragao de acido
galico nas concentragbes de 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5;
15; 17,5 e 20 yg.mL* como padréo, as leituras foram
realizadas em ftriplicata. Os teores de fendlicos
totais foram determinados em miliequivalente de
acido galico (mEqG) por grama de extrato bruto,
utilizando a seguinte equagao com base na curva
de calibragéo: y = 0,0392 x — 0,0583, R2=0,9964.

Doseamento de flavonoides totais

Os extratos brutos diluidos em metanol
(1000 pg.ml-) foram adicionados a 2,00 ml de AICI,
2%, e o volume da amostra foi completado para 2,00
mL. Apds 60 minutos, foram realizadas as leituras
em espectrofotémetro a 420 nm utilizando curva de
calibragdo de quercetina nas concentragdes de 5,
10, 15, 20, 25 e 30 ug.mL-* como padrao. As leituras
foram realizadas em ftriplicata (Chang et al., 2002).
Os teores de flavonoides totais foram determinados
em miliequivalente de quercetina (MEqQ) por grama
de extrato bruto, utilizando a seguinte equagédo com
base na curva de calibragdo: y = 0,0314 x— 0,0164,
R2=0,9996.

Doseamento de protoantocianidinas totais
Para determinagcdo do teor de
protoantocianidinas totais, diluiu-se os extratos
brutos em metanol (1000 ug.mL-) e este adicionado
a 3,00 mL de uma solugao reagente. Para o preparo
da solugao reagente foi feita uma solugéo de
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vanilina 1% em metanol e solugdo de HCL 8% em
metanol apds o preparo estas foram misturadas
na proporgao de 1:1. A leitura foi realizada apds
20 minutos incubados em banho-maria a 30 °C
em espectrofotdbmetro a 500 nm utilizando curva
de calibragdo de catequina nas concentragbes de
25, 50, 75, 100, 125 e 150 pg.mL-* como padréo.
As leituras foram realizadas em ftriplicata (Burns,
1971). Os teores de protoantocianidinas totais foram
determinados em miliequivalentes de catequina
(mEQC) por grama de extrato bruto, utilizando a
seguinte equagao com base na curva de calibragao:
y = 10,0009 x + 0,0048, R2=0,9952.

Doseamento de esteroides totais

Determinada concentragao dos extratos
brutos foram diluidos em cloroférmio (1000 pg.mL-)
este completado para 2,00 mL com cloroférmio
e adicionado 2,00 mL do reativo de Libermann-
Burchard e 5,00 mL de CHCI,, as amostras foram
guardadas protegidas da luz, a temperatura ambiente,
por 15 minutos. A presencga de esterdis produz
coloragao verde caracteristica, cuja absorbancia
foi determinada em espectrofotdmetro, a 640 nm
utilizando como curva de calibragao de esteroides
0 padrao estigmasterol nas concentragdes de
25, 50, 75, 100, 125 uyg.mL-, as leituras foram
realizadas em triplicata (Kim & Goldberg, 1969). Os
teores de esteroides totais foram determinados em
miliequivalentes de estigmasterol (mEQE) por grama
de extrato bruto, utilizando a seguinte equacao com
base na curva de calibragdo: y = 0,0016 x - 0,0004,
R2=0,9963.

Determinagao da atividade antioxidante:
Reducéao do radical livre DPPH
O potencial de redugéo do radical DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) dos extratos foi
analisado espectrofotometricamente a 518 nm
(Mensor et al., 2001). Foram preparadas cinco
solugcdes metandlicas de cada extrato bruto nas
concentragdes de 5,0 a 65,0 ug.mL, e para o padréo
vitamina C de 2 a 8 ug.mL-'. Destas solugdes, 2,5
mL foram adicionados a 1,00 mL de uma solugéo
metandlica de DPPH na concentragao de 0,03 mmol.
mL-. Como controle negativo foi utilizado 2,5 mL
de metanol e 1,00 mL da solugdo de DPPH. Apos
30 minutos de incubagao a temperatura ambiente,
protegido da luz, a redugéao do radical livre DPPH foi
mensurada. A determinagéo da IC50 (Concentragao
Inibitoria de 50%) foi obtida por regresséo linear dos
pontos plotados graficamente e através da equagao
da reta obtido os valores de I1C50.

Poder Redutor pelo Método de Fosfomo-
libdénio
O método de reducgao pelo complexo
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fosfomolibdénio, descrito por Prieto et al. (1999),
avalia a capacidade antioxidante total de uma mistura
complexa de compostos, tanto de componentes
lipofilicos quanto de hidrofilicos. O complexo
fosfomolibdénico é formado pela reagao da solugéo
de Na,PO, (28,00 mL, 0,1 mol.L-") com solug&o
de (NH,),Mo,0,,.4H,0 (12,00 mL, 0,03 mol.L-)
e solucdo de H,SO, (20,00 mL, 3 mol.L-"), em
meio aquoso, sendo o volume final, ajustado com
H,O destilada para 100,00 mL. Possui coloragéo
amarela, tornando-se verde a medida que se reduz.
Foram preparadas solugdes metandlicas com
concentracgéo final de 200 pg.mL-'. Destas, 0,3 mL
foram adicionados a 3,00 mL de solugéo reagente
do complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram
fechados e mantidos em banho-maria a 95 °C por
90 minutos. Apds resfriamento, foi feita a leitura a
695 nm, em um espectrofotdbmetro para obtencao
das absorbancias, usando 0,3 mL de metanol com
3,00 mL do reagente como branco. A capacidade
antioxidante das amostras é expressa em relagao a
vitamina C (200 ug.mL-) cuja atividade antioxidante
de referéncia foi considerada 100%. O ensaio foi
realizado em triplicata.

Estatistica

Todos os calculos foram realizados nos
softwares Microsoft Office Excel 2010 e SISVAR
5.3. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e para comparagbes entre
as médias dos indices de atividade, utilizou-se o
teste de Tukey. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significantes quando P < 0,05.
A analise multivariada foi realizada utilizando o
software Statistica 8.0. Os dados de conteudos
totais e atividades antioxidantes foram analisados
por meio de analise de componentes principais
(PCA) para verificar agrupamentos que poderiam ser
usados para mostrar a similaridade nos processos
extrativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os rendimentos de extragdo das frondes
previamente secas e trituradas estao dispostos na
figura 1. Levando em consideracéo os resultados,
pode ser visto que o método extrativo influencia
diretamente nos rendimentos dos extratos e que,
além do método utilizado, o solvente também
influencia no conteudo final da extragcdo. O
rendimento de extragéo utilizando etanol variou
entre 365 mg (US-E) a 1.540 mg (SOX-E) em
10 gramas de planta seca, uma diferenca de +
76% entre as extragdes, por outro lado utilizando
solvente hidroalcodlico 70% o rendimento variou
entre 1.040 mg (US-HA) a 1.480 mg (SOX-HA) uma
diferenca de + 30% entre os métodos. O método por
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Soxhlet demonstrou a melhor eficiéncia de extragao
independente do solvente utilizado, que variou +
4% em ambas as extragbes. Esta diferenga entre
os rendimentos de extragdo neste método deve-
se ao fato do etanol ser uma molécula anfifilica e
extrair tanto substancias com carater apolar quanto
polar, resultados semelhantes a outros estudos
realizados (Karabegovi¢ et al., 2014). Considerando
que o método utilizando Soxhlet foi realizado até a
exaustao completa do material vegetal, com tempo
de = 8 horas, estes rendimentos foram aceites
como teor total de extrato de frondes de Dicksonia
sellowiana.

Levando em consideragao ambos os
solventes utilizados na extragdo, observa-se que
o solvente hidroalcodlico a 70% possui melhor
rendimento em praticamente todos os métodos
extrativos, exceto por Soxhlet que variou em +4%.
Este fator demonstra que o solvente hidroalcodlico
€& mais seletivo para a extragdo dos metabdlitos
presentes nas frondes de Dicksonia sellowiana,
estudos anteriores identificaram a presenca de
taninos hidrolisaveis, taninos condensados e
flavonoides glicosilados derivados da quercetina
e kaempferol, grupos de metabolismo secundario
com carater mais polar (Oliveira, 2012; Rattmann
etal., 2011).

Resultados semelhantes foram observados
em outros estudos (Gnoatto et al., 2007; Karabegovi¢
etal., 2014), onde a extragao por Soxhlet utilizando
etanol obtiveram os melhores rendimentos
extrativos. Os resultados deste estudo demonstram
que o método extrativo, o solvente utilizado, o
tempo e a temperatura influenciam diretamente
no rendimento total do extrato, porém é preciso
levar em consideragdo que muitas substancias sao
termolabeis e outras podem sofrer modificagdes
estruturais irreversiveis em altas temperaturas
(Yamini et al., 2008; Tiwari et al., 2011).

O perfil cromatografico dos extratos brutos
foi analisado em 295 nm, comprimento de onda que a
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maioria dos picos cromatograficos apresentou maior
intensidade. Através da analise dos cromatogramas
€ possivel verificar uma similaridade entre os
métodos a frio e a quente, variando na area de
determinados picos cromatograficos, principalmente
na regido entre 20 a 30 minutos. Observa-se na
figura 2 que ha diferenca na area de diversos
picos cromatograficos comparando os métodos
extrativos a frio e o solvente utilizado. A principal
diferenga cromatografica além da area dos picos
cromatograficos esta na regido entre 35 a 45 minutos
onde os métodos etandlicos apresentaram maior
concentragdo de picos cromatograficos, devido a
substancias de carater mais apolar, caracteristica
que nos meétodos hidroalcodlicos foi minimizada pela
polaridade mais alta do solvente.

Na figura 3, o perfil cromatografico
dos métodos obtidos a quente é possivel verificar a
mesma similaridade encontrada nos cromatogramas
da figura 2, diferengas nas areas dos sinais na
regidao entre 20 a 30 minutos e na regiao de 35 a
45 minutos. Os cromatogramas que apresentaram
maior area dos picos na regido entre 20 e 30 minutos
como as amostras TUR-HA, INF-HA e DEC-HA
obtiveram os melhores resultados no doseamento
de polifendis e flavonoides totais, concluindo que
este aumento de sinais deve-se a presencga destes
metabdlitos.

Estudo realizado por Herzi et al. (2013),
demonstra diferengas significativas quanto a
natureza dos componentes e a quantidade destes
no que se diz respeito ao método de extragao,
além de detectar na extragado por Soxhlet uma alta
quantidade de substancias de alta massa molecular.

Na analise de doseamentos de grupos
de metabdlitos secundarios utilizando métodos
espectrofotométricos (tabela 1), observa-se que
o extrato DEC-HA foi o que apresentou maior
rendimentos de polifendis (256,5 mEqG.g),
flavonoides (44,8 mEqgQ.g') e proantocianidinas
(140,4 mEQC.g"), este alto teor de substancias

SOX-HA

MAC-HA  DEC-HA INF-HA

Método Extrativo

US-HA  TUR-HA

FIGURA 1. Rendimento de extragéo etandlico e hidroalcodlico obtidos por diferentes técnicas a partir de frondes

de Dicksonia sellowiana
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FIGURA 2. Perfil cromatografico das extracdes a frio das frondes de D. sellowiana. A) MAC-E, B) MAC-HA, C)

TUR-E, D) TUR-HA, E) US-E, F) US-HA

fendlicas estao relacionadas com a maior atividade
antioxidante pelos métodos DPPH (25,2 ug.mL-)
e reducéo do complexo fosfomolibdénio (58,4%).
Outros estudos demonstram esta correlagédo entre
conteludo de substancias fendlicas e atividade
antioxidante (Campos et al., 2014; Veber et al.,
2015).

Na maioria das extragbes a utilizagao do
solvente hidroalcodlico favoreceu a extragdo de
substancias fendlicas diminuindo o IC50 no método
DPPH e aumentando a atividade pelo método
fosfomolibdénio. Na extracdo SOX-E os resultados
de polifendis totais (180,4 mEqG.g) e flavonoides

totais (24,01 mEqQ.g") foram superiores ao SOX-
HA, menos no teor de proantocianidinas (67,0
mEqC.g"), a atividade antioxidante em ambas as
extragbes foram semelhantes. Entre os métodos
testados, o0 que mais se destacou nos doseamentos
totais seguido pela atividade antioxidante foram as
extracdes por DEC-HA, TUR-HA, TUR-E e INF-
HA. Outro fator analisado foi o teor de esteroides
totais, que nao esta relacionado diretamente a
atividade antioxidante. Na tabela 1 verifica-se
que os solventes etandlicos apresentaram teores
superiores de esteroides que nas extragcbes com
solvente hidroalcodlico, fator que justifica-se
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FIGURA 3. Perfil cromatografico das extracdes a quente das frondes de D. sellowiana. A) INF-E, B) INF-HA,

C) SOX-E, D) SOX-HA, E) DEC-E, F) DEC-HA

pelas polaridades diferentes entre este grupo de
substancias e o solvente extrator.

Resultados semelhantes ao da atividade
antioxidante pelo método fosfomolibdénio foram
encontrados por Bora et al. (2005) utilizando as
frondes de Dicksonia sellowiana extraidas por
meio de Soxhlet, apresentando atividade de 32,87%
comparado com o padrao vitamina C, os resultados
encontrados nas extragbes padronizadas pelo
diversos métodos demonstra que a variagao do
solvente e do método extrativo utilizado é possivel
conseguir extratos com menor ou maior poder
redutor.

A variagao dos resultados obtidos nas
técnicas de conteudos totais e nas atividades
antioxidantes foi aplicado em um grafico de box
plot para estudo destas variagdes (figura 4). Esta
metodologia permite uma visualizagao da variagao
dos resultados obtidos, o intervalo de variagao
dos dados, os valores médios, assim como as
comparacgdes entre a concentragdo dos diferentes
conteudos e dos resultados antioxidantes. O eixo
horizontal corresponde ao fator de interesse e o eixo
vertical a variavel a ser analisada, e tanto a altura da
caixa como o tamanho fornecem informacdes sobre
a dispersao dos dados. Observa-se que a maior
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TABELA 1. Teor de fendis totais, flavonoides totais, proantocianidinas totais, esteroides totais e atividade
antioxidante frente ao radical DPPH e complexo fosfomolibdénio dos extratos brutos das frondes de Dicksonia
sellowiana obtidos por diversos métodos extrativos. Resultados expressos em termos de média + desvio padréo.

FenT FlavT ProT EstT DPPH Fosfo
(mEqG.g') + DP (mEqQ.g') + DP (mEqC.g") + DP (mEqE.g')+ DP (IC50 ug.ml) + DP (% Vit C) + DP

US-E 159,9:+0,03 21,12+0,24 78,14+0,05 29,4°+0,19 36,5+0,04 17,6°+0,20
US-HA 181,1+0,06 22,7-+0,09 85,6'+0,16 26,5+0,17 35,2¢+0,65 28,8+0,43
TUR-E 174,5+0,02 29,2:+0,17 89,29+0,15 65,8+0,27 33,8+1,17 24,2-+0,27

TUR-HA  213,1+0,165 38,6'+0,18 109,61+0,23 37,94+0,55 27,5°+0,13 39,7:+0,96
MAC-E 192,7+0,12 34,3¢+0,04 91,17+0,09 52,8¢+0,06 35,5%+0,21 25,9%+0,53
MAC-HA 180,7-+0,45 33,5¢0,81 80,0-£0,90 48,1+0,14 36,5-+0,46 23,00+1,10

INF-E 178,2¢+0,01 31,5+0,05 76,3+0,12 67,7+0,75 37,3+0,10 22,5°+0,61
INF-HA 215,81x0,04 39,11+0,62 113,1<0,69 58,3+0,03 37,0+0,02 22,9-+0,23
DEC-E 193,2+0,05 35,7"+0,40 100,5+0,11 73,2+0,05 34,4-+0,13 27,1-x0,46

DEC-HA 256,5+0,10 44,7+0,06 140,4+0,12 59,31+0,07 25,2-20,20 58,4"+0,36
SOX-E 180,4-+0,07 24,14+0,26 54,7-+0,23 39,4+0,09 41,59+0,07 22,7>+0,41
SOX-HA 163,9°+£0,12 18,72+0,16 67,0°+0,06 34,4:+0,16 42,69+0,17 22,27+0,23

FenT: Fenodlicos totais, FlavT: Flavonoides totais, ProT: Proantocianidinas totais, EstT: Esteroides totais, Fosfo:
Fosfomolibdénio, IC50: concentragéo inibitéria de 50%. + DP= * desvio padr&o. *Resultados seguidos pela(s) mesma (s)
letra (s) ndo difere estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

diferenca entre os dados obtidos nas extracbes
com ambos os solventes esta na quantidade de
polifendis, proantocianidinas e esteroides, este fator
justifica-se pela escolha do solvente extrator onde

muito utilizada em diversos estudos, mostrando a
semelhanga entre as amostras testadas através de
uma matriz (Hossain et al., 2011; Patras et al., 2011;
Campos et al., 2014). Para esta analise utilizou-se

a presenga da agua confere uma polaridade mais
alta que no etanol.

A analise dos principais componentes
(PCA) é uma analise multivariada que vem sendo

todos os dados obtidos nos doseamentos totais e
as atividades antioxidantes em ftriplicata. O fator
1 que explica 75,90% da analise refere-se aos
doseamentos totais e o fator 2 que explica 19,47%
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FIGURA 4. Box-plot de média e variagao dos fatores utilizados. FenT — Fendlicos totais. FlavT — Flavonoides
totais. ProT — Proantocianidinas totais. EstT — Esteroides totais
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FIGURA 5. Analise dos principais componentes (PCA) pela similaridade entre as caracteristicas quimicas e as
propriedades antioxidantes dos extratos obtidos por diversas técnicas com dois solventes extrativos

refere-se as atividades antioxidantes e as amostras
sao consideradas semelhantes se estiverem no
mesmo quadrante cartesiano ou a uma distancia
maxima de um quadrado, em todos os lados.
Analisando a figura 5 nota-se a diferenca
entre os diversos tipos de extratos, mostrando a
semelhanga entre alguns extratos como SOX-E,
SOX-HA e US-E, mas também mostrando que os
extratos TUR-HA e DEC-HA sao os extratos que
se diferenciam dos demais, por apresentarem
maios teores de polifendis e melhores atividades
antioxidantes em ambos os métodos..

CONCLUSAO

Os resultados mostraram que as técnicas
de extragao e a natureza do solvente extrator afetam
diretamente nos rendimentos extrativos e no teor
de metabdlitos presentes, podendo interferir em
atividades bioldgicas e farmacoldgicas, porém,
€ necessario conhecer a natureza do material a
ser estudado. Através do perfil cromatografico
foi possivel avaliar que existe diferenga entre os
métodos extrativos, principalmente nos extratos
etandlicos a frio e quente. A extragao por Soxhlet,
obtendo os menores resultados nos teores de
metabdlitos, foi a extragdo que apresentou maior
rendimento, sendo considerado o extrato total. Com
0 auxilio de PCA é possivel diferenciar amostras
com diversas variaveis mostrando os resultados
de maneira estatistica. As extragdes por DEC-HA
e TUR-HA foram as que obtiveram os melhores

resultados no conteudo de fendlicos e atividades
biolégicas demonstrando que o solvente e os
métodos extratores sdo mais seletivos para extragcao
destes metabdlitos para as frondes da espécie
vegetal Dicksonia sellowiana.
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