CAPITULO 2

EXTRATOS E FRACOES FUNCIONAIS DE STEVIA
REBAUDIANA: IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS, AVALIACAO DA CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE, ANTIDIABETICA E ANTILIPIDICA

Data de submissdo: 06/08/2024

Milena Kazue Enokida

Biochemistry Department, State University
of Maringa (UEM),

Maringa — Parana, Brazil
https://orcid.org/0009-0002-0229-5642

Cynthia Leticia Serra Cabeca
Postgraduate Program in Biochemistry,
Biochemistry Department, Biological
Sciences Center, State University of
Maringa (UEM)

Biochemistry Department, State University
of Maringa (UEM), Maringa — Paran4, Brazil
https://orcid.org/0000-0002-9303-8643

Natani Caroline Nogueira

Postgraduate Program in Biochemistry,
Biochemistry Department, Biological
Sciences Center, State University of
Maringa (UEM)

Biochemistry Department, State University
of Maringa (UEM), Maringé — Parana, Brazil
https://orcid.org/0009-0008-2248-7979

Paulo Leonardo Marotti Siciliano
Postgraduate Program in Biochemistry,
Biochemistry Department, Biological
Sciences Center, State University of
Maringa (UEM)

Biochemistry Department, State University
of Maringa (UEM), Maringa — Paran4, Brazil
https://orcid.org/0000-0003-0441-350X

Data de aceite: 01/10/2024

Paula Gimenez Milani Fernandes
Postgraduate Program in Biochemistry,
Biochemistry Department, Biological
Sciences Center, State University of
Maringa (UEM)

Biochemistry Department, State University
of Maringa (UEM), Maringa — Paran4, Brazil
https://orcid.org/0000-0003-0851-6872

RESUMO: As folhas e caules de Stevia
rebaudiana s&o muito procurados para a
producdo de adogantes, pois fornecem
edulcorantes naturais e que podem auxiliar
no controle de sindromes metabdlicas
como o diabetes mellitus. O crescente
numero de pessoas com comorbidades
como diabetes e a obesidade fez com
que a busca por alimentos e bebidas com
baixos teores de acgucar e gordura também
cresca. Pesquisadores vém demonstrando
que a planta estévia possui compostos
bioativos, além dos glicosideos com
poder adocante, que podem apresentar
propriedades e efeitos adjuvantes nestas
e em outras doengas, e que muitas vezes
sdo perdidos conforme o processo de
purificagdo, ou sdo considerados residuos
de processo. Outro subproduto desta planta
que merece destaque sdo seus caules,
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estes representam cerca de 30% de sua biomassa total, e sdo considerados um desafio para
a industria de adogantes, se moidos junto com as folhas ou se descartados, representam
custos adicionais, e se reaproveitados ndo estdo inseridos na alimentacdo humana. Dessa
forma, este capitulo revisou e reuniu dados publicados e dados experimentais de extratos e
fracOes de estévia, com potencial bioativo para serem utilizados como possiveis adjuvantes no
tratamento de diabetes e de obesidade. Esses extratos e fragbes sdo geralmente subprodutos
ou residuos e desta forma este trabalho pode acrescentar a literatura resultados importantes
que podem contribuir para o desenvolvimento e a consolidagéo da cadeia produtiva de Stevia
de forma sustentavel e ainda contribuir para as areas da saude, farmacéutica e de alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Compostos fenolicos, UHPLC-MS/MS, amilase, lipase, extratos de
estévia.

ABSTRACT: The leaves and stems of Stevia rebaudiana are highly sought after for the
production of sweeteners, as they provide natural sweeteners that can help control metabolic
syndromes such as diabetes mellitus. The growing number of people with comorbidities
such as diabetes and obesity has also led to a growing demand for foods and beverages
with low sugar and fat content. Researchers have been demonstrating that the stevia plant
has bioactive compounds, in addition to glycosides with sweetening power, which can have
adjuvant properties and effects in these and other diseases, and which are often lost during
the purification process, or are considered processing waste. Another byproduct of this plant
that deserves attention is its stems, which represent approximately 30% of its total biomass
and are considered a challenge for the sweetener industry. If ground together with the leaves
or discarded, they represent additional costs, and if reused, they are not included in the
human diet. Thus, this chapter reviewed and gathered published data and experimental data
on stevia extracts and fractions, with bioactive potential to be used as possible adjuvants in
the treatment of diabetes and obesity. These extracts and fractions are generally by-products
or residues and thus this work can add important results to the literature that can contribute
to the development and consolidation of the stevia production chain in a sustainable way and
also contribute to the health, pharmaceutical and food sectors.

KEYWORDS: Phenolic compounds, UHPLC-MS/MS, amylase, lipase, stevia extracts.

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

ABTS* - Cation 2,2-Azino-Bis(2-Ethylbenzeno-thiazoline-6-Sulfonic Acid) Diammonium Salt
ABTS - 2,2-Azino-Bis(2-Ethylbenzeno-thiazoline-6-Sulfonic Acid) Diammonium Salt
DPPH - 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas

EHC - Extrato Hidroetanolico a partir dos Caules

EHF - Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas

EMC - Extrato Metandlico a partir dos Caules

EMF - Extrato Metandlico a partir das Folhas

FAE ETF - Fracédo Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das Folhas

FAE METC - Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico do Caule

FAE METF - Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico das Folhas
FAS - Fragdo Antioxidante de Stévia
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HPLC - High Performance Liquid Chromatography

LC - Cromatografia liquida

Mn(VII) - Permanganato de potassio

NA - N&o analisado

ND - Nao detectado, inferior a 0,0001%

UHPLC-HRMS - Ultra-High Performance Liquid Chromatography - High Resolution Mass
Spectrometry

TRIS-HCL - Tris(hidroximetil)aminometano-Acido Cloridrico

11 INTRODUGAO

A planta estévia que tem como nome cientifico Stevia rebaudiana Bertoni é uma
arbuscula da familia Asteraceae nativa do nordeste paraguaio na américa do sul, e &€ muito
conhecida pelos povos indigenas que a chamam de ka’a he’e (“erva doce”). Estas plantas
podem atingir até 90 cm de altura com folhas que medem de 3 a 5 cm de comprimento
e 1 a 1,5 cm de largura; suas flores sdo brancas com as pétalas agrupadas em racemos
terminais ou axilares (Magalhaes et al., 2000). E muito conhecida pelos seus adocantes, os
glicosideos de esteviol extraidos da folhagem da planta que possuem um poder adogante
de até 450 vezes maior que o poder do agucar comum, a sacarose. O Nucleo de Estudos
em Produtos Naturais da Universidade Estadual de Maringad, o NEPRON, produziu uma
variante conhecida como Stevia UEM-13 que contém como glicosideo majoritario o
rebaudiosideo A (Ciotta et al., 2022; Milani et al., 2017).

As plantas possuem uma enorme capacidade de produzir e acumular metabdlitos
secundarios para que realizem todas as suas fungdes fisiolégicas. Os metabdlitos
secundarios representam uma grande estratégia adaptativa das plantas desenvolvida para
interacdo com o meio ambiente e para garantir a sobrevivéncia, especialmente em condi¢des
adversas. Esses compostos sdo uma expressado da complexidade bioquimica das plantas,
sendo produzidos com os propositos de dissuadir animais, prote¢cao contra microrganismos
patogénicos e atrair polinizadores (Pacifico et al., 2019; Durnic e Blache, 2012). Atualmente
tem havido elevado interesse em explorar as propriedades bioativas desses metabdlitos
secundarios, visando ndo apenas a prevencao de doengas, mas também seus potenciais
efeitos farmacologicos e alimenticios, tornando-se aditivos alimentares (Durnic e Blache,
2012).

No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2024), um
aditivo alimentar € qualquer substéancia adicionada com intencao de alterar as caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais dos alimentos sem a finalidade de nutrir, podem
ser adicionados durante seu processamento até chegar ao consumidor final.

Muitas doencas crbénicas como diabetes, obesidade e muitas outras patologias
podem ter seus sintomas associados com excesso de radicais livres no organismo (Sies,
2015). Esse excesso de espécies reativas de oxigénio, podem oxidar biomoléculas como
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proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos. Um mecanismo de defesa contra essas
substancias sdo os antioxidantes. Essas substancias e mecanismos sdo usados para
controlar e prevenir o dano oxidativo molecular desequilibrado por essas comorbidades.
Além das patologias, milhares de fatores internos e externos no organismo, como processos
metabdlicos, estilo de vida, consumo de alimentos ricos em oxidantes, ou que favorecem
processos oxidativos precisam ser controlados ou minimizados pelos antioxidantes que
podem melhorar o desequilibrio do organismo. Nesse sentido, alimentos dietéticos, ricos
em compostos bioativos, sdo uma importante fonte de varios metabdlitos antioxidantes
(Rammohan et al., 2023).

Diabetes mellitus (DM) é uma enfermidade causada pela falta ou ma absorcéo de um
horménio, a insulina, principal horménio que regula o nivel glicémico no sangue e garante
a energia para o organismo. A falta de insulina ou sua m4 absorcao pode causar aumento
da glicemia. Altas taxas podem ainda levar a complicagbes no coragéo, nas artérias, nos
olhos, rins e nos nervos e em casos mais extremos, a morte. De acordo com a Sociedade
Brasileira de Diabetes mais de 13 milhbées de pessoas vivem com a doenca, representando
6,9% da populagao nacional (ANATEL, 2021).

Outradoenca cronica que pode ser consequéncia de uma alimentacéo desequilibrada
€ a obesidade que, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), é causada pelo
excesso de gordura corporal que pode gerar prejuizos a saude, afetando, em diferentes
proporc¢oes, pessoas de todas as idades e grupos sociais. No mundo, cerca de 650 milhdes
de pessoas em todo o mundo sado afetados pela obesidade. Uma estratégia importante
para controlar e reduzir esta doenca é o consumo de alimentos saudaveis ou que sejam
fonte de compostos bioativos (Ministério da Saude, 2022).

As folhas de estévia sdo frequentemente utilizadas como matéria-prima para
obtencéo de diversos extratos, tanto para fins comerciais quanto de pesquisa. A maioria
dos estudos sobre Stevia rebaudiana concentra-se no fracionamento dos extratos obtidos
dessa folhagem. No processamento de extragcdo, o principal objetivo é obter a maior taxa
de recuperacao de adocante, utilizando a menor relagdo solvente/folha de estévia possivel
(Koubaa et al., 2015). O pré-tratamento com solventes apolares tem sido utilizado para
obter extratos de melhor qualidade sensorial e facilitar as etapas de purificagdo empregando
processos de separagdo por membranas (Ciotta et al., 2022). Formigoni et al. (2018)
realizaram o pré-tratamento etandlico e caracterizam o extrato etanolico por cromatografia
acoplada a espectrometria de massas, determinando a presenca de varias classes de
substancia, dentre eles fendlicos e esterebinas importantes. Os resultados mostraram que
apesar de ser considerado um subproduto do processamento e purificagdo dos adogantes
de estévia, este extrato apresenta importantes compostos com potencial bioativo, com
potencial antioxidante e que precisa ser estudado como fonte importante de adjuvantes no
tratamento de comorbidades como DM e obesidade.

O extrato etandlico obtido a partir do pré-tratamento pode ser fracionado por diferentes
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metodologias e os resultados podem gerar compostos diferentes com rendimentos distintos.
Assim a busca por metodologias eficientes e inovadoras torna-se muito importante.
Dacome et al., 2005 obteve importantes resultados com Stevia, isolando os compostos de
interesse, glicosideos de esteviol, por meio de fracionamento cromatografico com hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol. Moreira et al., 2008 também avaliou o potencial
bioativo de extratos metanélicos e etandlicos fracionados de citronela. Nosso grupo
de pesquisa obteve uma fragdo rica em compostos fendlicos a partir do fracionamento
do extrato etandlico do pré-tratamento de folhas de Stevia UEM-13, de acordo com a
metodologia desenvolvida por Milani et al. (2017a). Alguns estudos também apontam
a obtencéo de fragdes de acetato de etila em outras plantas que apresentam atividade
antioxidante. Como mostrado por Saravanakumar et al., 2021, que obtiveram a fragdo a
partir do extrato metandlico de Stachys riederivar japonica (Miq.) seguindo o fracionamento
com hexano e logo depois acetato de etila. Enquanto Tijani et al., 2020 obtiveram uma
fracdo a partir do extrato aquoso das sementes de Daucuscarota L. e posteriormente
fracionado com acetato de etila por 3 vezes, produto que também demonstrou compostos
com atividade antioxidante. Nota-se que em variados materiais vegetais o solvente acetato
de etila, posteriormente a solventes como hexano e cloroférmio, é capaz de promover a
obtencéo de produtos contendo compostos antioxidantes.

Milani et al. (2017) e Cabeca et al. (2023) obtiveram uma fracdo antioxidante
de Stevia (FAS) por meio do fracionamento do extrato metandlico de folhas de Stevia
rebaudiana. FAS, com elevado teor de polifenois, apresentou alto potencial antidiabético e
antioxidante in vitro e in vivo e restaurou parte da funcao pancreatica de animais diabéticos,
modulando a secrecéo de insulina, principalmente quando a concentragdo plasmatica de
glicose nesses animais foi maior (Milani et al., 2017b; Piovan et al., 2018; Milani et al.,
2020). Encontramos melhores resultados quando adicionamos o FAS a um suplemento de
proteina de soro de leite conhecido como whey protein, um isolado de proteina de soro de
leite (WPI).

A maioria dos estudos para a obten¢do de compostos bioativos e adogantes se
concentram nas folhas de estévia, ha escassos relatos de estudos sobre essa matéria prima.
Os caules de estévia correspondem a aproximadamente 30% da biomassa total da planta
sendo um componente significativo de biomassa e contém cerca de 3% de glicosideos de
esteviol (Atteh et al., 2011; Nogueira et al., 2024). Eles geralmente sdo moidos juntamente
com as folhas, o que € ruim para a obtencgéo e purificagdo dos adogantes. Quando séo
separados das folhas tornam-se residuos e costumam ser utilizados como complemento na
alimentacéo animal (Atteh et al., 2011). Entretanto Yu et al., (2017) e Nogueira et al., 2024
extrairam e isolaram compostos antioxidantes dos caules, de extratos aquosos e alcodlicos
de caules, respectivamente, e o potencial antioxidante desses extratos foi significativamente
maior do que de extratos das folhas. Dessa forma, torna-se uma importante tarefa avaliar
extratos e fragdes, ainda ndo estudados a partir de caules de estévia, com o objetivo de
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propor um destino adequado a este subproduto.

Pelo exposto acima, o NEPRON vem pesquisando a obtengédo de exiratos e
fragdes funcionais, ricas em compostos bioativos, na maioria remanescentes de etapas do
processo de obtencdo dos adocantes ou provenientes de residuos deste processo, a fim de
contribuir para o desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva e industrial de estévia,
agregando valor e ainda fornecendo opcdes para o reaproveitamento de subprodutos e
trazendo beneficios a saude. O objetivo deste capitulo foi realizar a compilagcdo de dados
experimentais de estudos ja publicados ou inéditos do Nucleo de Estudos em Produtos
Naturais (NEPRON), da Universidade Estadual de Maringé, referéncia ha mais de 20 anos
em estudos de Stevia. Resultados e discussdes sobre a obtencéo desses extratos e fragoes,
sobre seus constituintes, avaliagdo de seu potencial antioxidante, antihiperglicémico e
antihiperlipidico serao descritos, comparados com a literatura, objetivando contribuir para
encontrar um extrato ou fragdo mais promissor para futuramente atuar como adjuvante no
tratamento de doencas como diabetes e obesidade.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os arbusculos de Stevia rebaudiana da variedade Stevia UEM-13 foram cultivados
em um canteiro do Nucleo de Estudos de Produtos Naturais, NEPRON, localizado na
Universidade Estadual de Maringa. A poda foi feita quando houve o maximo de crescimento
vegetativo, que foi em aproximadamente 50 a 60 dias ap6s a ultima colheita. Os ramos
coletados foram secos em um forno de circulagédo de ar a 60 °C até que o teor de umidade
atingiu niveis inferiores a 10 %. Em seguida os caules e as folhas foram separados
manualmente, para entdo serem moidos em um moedor de laminas de ago inoxidavel com
abertura de peneira de 2 mm, sendo posteriormente acondicionados para o processo de
extracdo e andlise subsequente.

2.2 Processo de extracao

Atabela 1 traz um resumo dos processos de extracao de folhas ou caules de Stevia
rebaudiana, para a obtengéo de extratos e fragoes.
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Extrato/
Fracao

Resumo do processo de extracao

Referéncia

EEF

Folhas de Stevia previamente secas e moidas (300g) foram
embebidas com etanol absoluto em uma coluna (temperatura
ambiente). Este mesmo solvente eluiu através da coluna e a
coleta de 14 fragbes de 300 ml foi realizada. Essas fracdes foram
reunidas perfazendo o extrato etanoélico, que foi seco a 50 °C em
rotaevaporador.

Formigoni et
al., 2018

EHF

Na obtengao do extrato hidroetandlico, folhas de Stevia secas e
moidas (100 g), foram submetidas a extracdo em aparato sohxlet
usando etanol e agua até a exaustéo (700 mL), na proporgéao 70:30
(v/v). O processo foi repetido. Apos esse procedimento o extrato
obtido foi seco em rotaevaporador a 50 °C

DNP*

EMF

Folhas secas (100 g) de Stevia rebaudiana, previamente moidas e
secas, foram adicionadas de 600 ml de metanol P.A. e acondicionadas
ao sistema usando o aparelho soxhlet. O extrato obtido foi filtrado e
evaporado no rotaevaporador (marca Buchi), a temperatura de 50°C

e a vacuo.

Milani et al.,
2017a

FAE ETF

Esta fracdo foi obtida a partir do extrato etanélico, um subproduto do
pré-tratamento das folhas de Stevia UEM-13 (Formigoni et al., 2018).
O fracionamento foi realizado de acordo com Milani et al., 2017a.

Cabeca et al.,
2024

FAE
METF

O extrato metandlico (EMF) seco foi hidratado e posteriormente
adicionado de hexano. A fracdo hexanica foi retirada e a fragéo
aquosa remanescente foi adicionada de cloroférmio. Esta Gltima

foi separada e a fragéo aquosa restante extraida acetato de etila.

A mistura foi separada em funil de separacéo e a fragcao obtida em
acetato de etila (organico) foi seca no rotaevaporador (marca Buchi),
a temperatura de 50°C e a vacuo.

Milani et al.,
2017a

EMC

Caules de Stevia UEM-13 secos e moidos (100g), foram submetidos a
extracéo em aparato sohxlet usando metanol (700 mL) até a exaustao
(8 horas). Apos esse procedimento o extrato metandlico foi seco em
rotaevaporador a 50 °C.

Nogueira et
al., 2024

EHC

Na obtengéo do extrato hidroetandlico, caules de Stevia secos e
moidos (100 g), foram extraidos em aparato sohxlet usando etanol
e agua até a exaustao (700 mL), na proporgéo 70:30 (v/v). Apds o
extrato obtido foi seco em rotaevaporador a 50 °C

Nogueira et
al., 2024

FAE
METC

O p6 obtido no EMC foi fracionado com diferentes solventes (hexano,
cloroférmio e acetato de etila) de polaridade crescente para obtencéo
das fracdes polifendlicas (Milani et al 2017a). A fracdo em acetato de
etila foi seca em rotaevaporador e foi analisada.

Nogueira et
al., 2024

DNP* - dados inéditos, publicados neste capitulo; EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC
- Extrato Hidroetandlico a partir dos Caules; EHF - Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas; EMC -

Extrato Metanolico a partir dos Caules; EMF - Extrato Metanolico a partir das Folhas; FAE ETF - Fragéo
Acetato de Etila a partir do Extrato Etanélico das Folhas; FAE METC - Fracéo Acetato de Etila a partir
do Extrato Metandlico do Caule; FAE METF - Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Metanélico das
Folhas; NA - N&o analisado; ND - Nao detectado, inferior a 0,0001%.

Tabela 1. Resumo dos processos de obtencéo dos extratos e fracbes funcionais de Stevia rebaudiana

2.3 Teor de glicosideos

Para quantificacdo de esteviosideo, rebaudiosideo A e C as amostras secas foram
ressuspendidas em 10 mL da fase mével composta por agua deionizada e acetonitrila (J.
T. Baker grau HPLC, concentracéo 99,9%) na proporcao 1:4 (v/v). A solugéo foi agitada em
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vortex e colocada em ultrassom por 5 minutos. Foram realizadas 5 filtracoes e o filirado
final foi analisado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), marca Gilson, modelo
307, acoplado a detector IR, coluna NH2, vazao de 0,5 mL/min. O tempo de analise foi de
30 minutos (DACOME, et al. 2005).

2.4 Quantificacao de compostos fendlicos

Segundo a metodologia de Ahmad et al, (2018), foram utilizados 150 uL do reagente
Folin-Ciocalteu a 0,25 N, 150 uL de cada amostra, 2,4 mL de agua deionizada, a solugéo foi
agitada em vortex por 3 minutos, adicionamos 300 uL de Na2CO3. A soluc¢éao foi incubada
durante 2 horas em temperatura ambiente em auséncia de luz. Foi medido em 725,0 nm no
espectrofotdmetro e o resultado foi expresso em ug de equivalente de acido galico por mg

de amostra utilizando curva padréo de &cido gélico.

2.5 Quantificacao de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides para os extratos e fragbes foi realizada segundo
Ruiz-Ruiz et al, (2015) que indica que deveria primeiro ser preparados os reagentes cloreto
de aluminio a 10% e acetato de potassio 1,0 M. Em tubos de ensaios foram preparados
0,5 mL de amostra, 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de reagente cloreto de aluminio e 0,1 mL
de acetato de potassio preparados previamente, e 2,8 mL de agua destilada, a solugéo foi
homogeneizada em vortex, deixando em repouso longe da luz em temperatura ambiente
por 30 minutos, ap6s passado o tempo a solugdo foi lida em espectrofotdbmetro sob
absorbancia de 415,0 nm expressando os dados obtidos em equivalentes de quercetina
usando curva padrao.

2.6 Atividade Antioxidante - método ABTS+ (radical 2,2-azinobis (acido
3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

A determinacao da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS foi realizada
seguindo a metodologia descrita pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa) (2007). O preparo do radical foi realizado com o preparo do reagente persulfato
de potassio para a preparacdo do radical ABTS, adicionando 1,76 mL do persulfato a
solugcdo com ABTS, aguardamos 16 horas no escuro a temperatura ambiente. Apds as
16 horas, diluimos 1 mL em etanol absoluto até atingir uma absorbancia de 0,70 nm a
734 nm. Com o radical finalizado foi adicionado 30 uL de amostra e 3,0 do radical, essa
solugéo apds agitada em um agitador de tubos. Aguardamos mais 6 minutos no escuro em
temperatura ambiente, foi lido em absorbancia de 731,0 nm foi expresso em equivalentes
de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, o Trolox como curva padrdo
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previamente feitos.

2.7 Atividade Antioxidante - método DPPH

A determinacgéo de atividade antioxidante pelo método de DPPH de acordo com o
método de Ahmad et al., (2018). Foi adicionado em um tubo de ensaio 200 uL de DPPH
0,05%, onde também foi adicionado 80 uL de amostra e 3,72 mL de metanol, foi incubado
na auséncia de luz durante 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura por espectrometro
Cary, 50-Scan UV-Vis em 517,0 nm sendo que o composto de referéncia utilizado foi o
Trolox de acordo com a curva padréo. Os dados também foram calculados em porcentagem
de inibi¢éo.

%Ilnibicdo = (ABS Controle - ABS Amostra) / ABS Controle * 100 Equacao 1

2.8 Avaliacao da capacidade de inibicdo da enzima alfa-amilase

Segundo Apostolidis et al (2007) € avaliado a inibicdo da enzima da alfa-amilase
com diferentes concentracdes de amido, assim como diferentes concentragcdes de amostra
e do inibidor padréo, acarbose, colocaremos 500 uL da solu¢éo de amido, 250 uL amostra,
sera incubado por 5 minutos a 37 °C, pipetamos 250 uL da enzima e incubamos por mais
10 minutos, adicionamos 250 uL de DNS e levamos a fervura por 5 minutos, adicionamos
2,5 mL de agua destilada, e ao esfriar lemos em um espectrofotdmetro na absorbancia de
540 nm, e utilizamos a curva de maltose para expressar os dados.

%Inibicao = (ABS controle - ABS amostra) / ABS controle x 100

2.9 Avaliacao da capacidade de inibicao da enzima alfa-glucosidase

Seguindo a metodologia de Natsir et al (2018) com adapta¢des de Shin et al
(2003) e Subramanian et al (2008), foi adicionado 200 uL de enzima, 200 uL de amostra
homogeneizado em vortex, pré-incubar a 37 °C por 5 minutos, pipetamos 500 uL de
substrato da enzima pNPG, incubamos por mais 20 minutos, foi pipetado 8 mL de Na2CO3,
homogeneizar e ler em um espectrofotdmetro a 400 nm. Os dados foram expressos de
acordo com a Equacao 1.

2.10 Avaliacao da capacidade de inibicdo da enzima lipase

Aavaliacéo da capacidade de inibi¢cdo dos extratos e fra¢cdes seguindo a metodologia
de Oliveira et al (2015), onde 20 mg do substrato o p-nitrofenil-palmitato foi suspendido
em 10 mL de isopropanol até sua dissolucdo completa, a enzima lipase foi dissolvida
em tampao Tris-HCI em pH 8 que foi centrifugada e usado o sobrenadante como fonte
enzimatica, Foi usado 100 uL de tampéo Tris HCI (tris(hidroximetil)aminometano-acido
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cloridrico), 530 uL de substrato, ap6s pré aquecimento da mistura de reagéo a 37 °C,
100 ulL da solugéo enzimatica foi colocada na mistura de reacdo aguardamos 20 minutos
na mesma temperatura, para entdo a reagéo ser parada em fervura, resfriada a solucdo
€ colocado em uma centrifugacédo a 1500 rpm por 5 minutos, lemos o0 sobrenadante em

espectrofotometro a 410 nm.

2.11 Identificacao de compostos bioativos

Os extratos foram submetidos a andlise por Ultra-high-performance liquid
chromatography-high resolution mass spectrometry UHPLC-HRMS para identificacdo de
compostos fenodlicos e flavonoides. AS amostras foram introduzidas por injetor automatico
em um sistema cromatografico UHPLC (Shimadzu, modelo Nexera X2), equipado com um
sistema binario de bombas (A e B). O UHPLC estava acoplado a um espectrémetro de
massas de alta resolugéo (Bruker, modelo Impact Il) com fonte de ionizag¢ao por Electrospray
e analisadores Quadrupolo (Q) e Tempo de voo (TOF). O espectrémetro de massas (QTOF)
foi calibrado com uma solugéo de formiato de sédio a 1 mM, e os espectros de MS serédo
adquiridos em modo positivo e negativo, com espectros de MS/MS obtidos no modo scan
para ions mais intensos na faixa de 50 a 1300 m/z. Para a separagédo das moléculas nas
amostras, foi utilizada uma coluna cromatogréfica do tipo C18. Foram injetados 3 uL de
cada amostra, com a temperatura do forno cromatografico ajustada para 40 °C. A fase
movel ligada & bomba A do UHPLC continha agua ultrapura com 0,1% de acido férmico,
enquanto a fase movel ligada a bomba B continha metanol (MeOH) com 0,1% de acido
formico, em um fluxo continuo de 0,250 mL/minutos em eluicdo por gradiente. Na andlise
em modo negativo, apenas a fase movel A continha &cido formico. No inicio da corrida
cromatografica até 2 minutos a fase movel B estava em 5%, de 2 a 5 minutos, a 30% de B
de 5 a 10 minutos, a 70% de B de 10 a 20 minutos a 90$ de 20 a 30 minutos a 95% de B
e 30 a 35 minutos havera a reconstituicdo da coluna com 5% da fase B. O cromatograma
iénico e os espectros MS e MS/MS obtidos foram visualizados com o software DataAnalysis
4.1, comparados com a literatura e analisados por bancos de dados de espectrometria de
massa de acesso aberto, como Massbank e Human Metabolome Database.

2.12 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata, os resultados foram expressos como
média e erro padréo da média e submetidos a anélise de variancia (ANOVA), sendo seguido
pelo teste de Tukey com significancia estabelecidas em p < 0,05.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de glicosideos

Glicosideos de esteviol sdo os ditos adogantes de estévia. Sdo compostos metabdlitos
secundarios, e sao um complexo que consiste em duas unidades, uma de aglicona, também
conhecida como genina que ¢ lipofilica, podendo ter diversos grupos funcionais e a glicona
que € hidrofilica composta por um ou mais componentes de aglcar, sendo mais comum a
D-glicose. Com a glicose ancorada os glicosideos de esteviol tem sabor doce. O nimero de
glicoses e a posi¢ao determinam diferentes propriedades dos glicosideos. O rebaudiosideo
A é reconhecido mundialmente como o glicosideo de quantidades importantes e com
perfil sensorial superior. No entanto pesquisas recentes vém procurando destacar outros
rebaudiosideos como de melhor perfil, como o rebaudiosideo M. Nos glicosideos ainda,
podem estar presentes diversos grupos como fenolicos, flavonoides, cumarinas, alcoois,
cromonas, antraquinonas, cardiacos, cianogénicos, glicosinolatos, saponinicos e aldeidos.
Para as analises de glicosideos presentes nas amostras, quantificamos os principais, em
quantidades, glicosideos (rebaudiosideo A, C e esteviosideo). Os dados estdo expressos
na Tabela 2.

Os extratos metandlicos e etandlicos das folhas apresentaram maior teor de
glicosideos em comparag@o com os extratos do caule, que ainda assim apresentou maior
teor que as fragdes. Os teores desses extratos provenientes das folhas ficaram em torno de
30%, o0 que pode demonstraram que em termos de extragéo de glicosideos os dois solventes
foram muito similares. Dessa forma utilizar o etanol pode ser mais vantajoso por ser um
solvente considerado verde, além disso reutilizar este subproduto merece ser estudado
pensando na sustentabilidade do processo. O fracionamento apresentou uma perda no
teor de glicosideos em comparacéo aos extratos de mesma origem. Tal fato é resultante
da solubilidade nos solventes orgéanicos aos quais foram expostos e fracionados (IUPAC
Goldbook, 2016; Vollhardt & Schore, 2007; Bruice, 2006). EHF e EMC obtiveram valores
maiores em comparag¢ao com o0s extratos aquosos de caules e folhas e mostraram que o
processo de extracdo em agua possibilita maior rendimento de extracdo de glicosideos
(Dacome et al., 2005).
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Extrato/Fracao % de Glicosideos totais
EEF 28,5
EHF NA
EMF 30,1
FAE ETF ND
FAE METF 0,05
EMC 8,66
EHC 4,12
FAE METC ND

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC - Extrato Hidroetandlico a partir dos Caules; EHF -
Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas; EMC - Extrato Metandlico a partir dos Caules; EMF - Extrato
Metandlico a partir das Folhas; FAE ETF - Fracado Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das
Folhas; FAE METC - Fragéo Acetato de Etila a partir do Extrato Metanélico do Caule; FAE METF
- Fragéo Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico das Folhas; NA - Nao analisado; ND - Nao
detectado, inferior a 0,0001%.

Tabela 2. Percentagem de Glicosideos totais por Extrato/Fracéo

3.2 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides

A concentragéo de compostos fenoélicos e flavonoides estd mostrada na tabela 3.
Compostos fendlicos também chamados de polifendis sdo compostos por anéis aromaticos
com radicais hidroxilas variando de compostos simples a altamente polimerizados, sao
facilmente conjugados a monossacarideos e sua sintese esta relacionada com duas vias
metabdlicas: a rota do acido chiquimico e a rota do acido malénico. Os fenoélicos estao muito
relacionados com a coloracéo dos alimentos, que ao serem oxidados causam as cores do
amadurecimento, além de estar diretamente relacionado com o crescimento das plantas
e defesa contra infeccdes e ferimentos, o que proporciona um impacto importante em sua
estabilidade oxidativa. A maioria dos polifendis antioxidantes estao presentes nos alimentos
que consumimos no cotidiano, portanto sdo considerados antioxidantes dietéticos. Um
desses polifendis, o acido clorogénico e o acido cinamico presentes nas folhas e nos caules
respectivamente, estdo muito relacionados com as atividades antioxidante, anti-inflamatéria,
antilipidémica e antidiabética (Koblitz, 2008; Lemus-Mondaca, et al., 2018; Ling e Kitts,
2016; Gouthamchandra, Sudeep, Venkatesh e Shyam Prasad, 2017; Ong, Hsu e Tan, 2013;
Myint, et al., 2020). Flavonoides também conhecidos como heterosideos, quando existe
a presencga de acUcar, sdo o maior grupo de fendlicos naturais que s@o encontrados em
frutas e vegetais. Duas de suas propriedades marcantes sdo seu sabor amargo e sua baixa
solubilidade o que potencializa sua recuperagcéo em solventes polares sendo responsaveis
pelos sabores, cores e fragrancias nas flores e frutos. Como integrantes dos compostos
fendlicos demonstram ter caracteristicas nutracéuticas como antioxidantes, antidiabéticos
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e imunomoduladores, suplementos de flavonoides mostraram eficacia de medicamentos
em varias doengas neuro inflamatorias, neurodegenerativas, diabetes e infec¢des (Nagar,
Dey, Das, Basu, 2022; Rodriguez, et al., 2021; Mancarz, Prado, Pazzim, 2023). Na tabela
a seguir € mostrado que fra¢des provenientes dos extratos obtiveram um resultado melhor
em comparagdo com seus extratos, sendo a fragdo acetato de etila do extrato metandlicos
tanto da folha (FAE METF) quanto do caule (FAE METC) as que apresentaram resultados
mais proeminentes. Ainda a frag@o obtida a partir do extrato metandlico foi testada quanto
a sua citoxicidade, e os resultados mostraram-se negativos até mesmo em concentracdes
1000 vezes superiores que as doses administradas nos animais. O extrato hidroetandélico
da folha (EHF) obteve melhores resultados pela provavel mistura de solventes polares
verdes, a agua e o etanol, tendo a maior porcentagem de extragdo de compostos fendlicos
e de flavonoides, demonstrando possuir atividade antioxidante importante, aumentando as
expectativas de possuirem atividades antidiabéticas e antilipidica.

Extrato/Fracao % Compostos Fendlicos u % Flavonoides

EEF 10,04 7,71

EHF 56,7 19,5

EMF 10,2 4,15

FAE ETF 45,9 16,51
FAE METF 51,3 17,8
EMC 17,25 6,78
EHC 15,93 5,32

FAE METC 26,29 9,53

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC - Extrato Hidroetanélico a partir dos Caules; EHF -
Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas; EMC - Extrato Metanolico a partir dos Caules; EMF - Extrato
Metanolico a partir das Folhas; FAE ETF - Fragdo Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das
Folhas; FAE METC - Fracado Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico do Caule; FAE METF -
Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico das Folhas.

Tabela 3. Percentagem de Compostos Fendlicos e Flavonoides por Extrato/Fragéo

3.3 Atividade Antioxidante - método DPPH

O radical 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil DPPH foi um método desenvolvido por Brand-
Willians em 1995, onde um radical livre estavel € usado para determinar a atividade
antioxidante. Esse método, ao longo dos anos foram sofrendo modificacdes e adaptacdes
por diversos pesquisadores, mas 0s ensaios sdo baseados na capacidade dos antioxidantes
em eliminar os radicais DPPH. O Unico elétron do &tomo de nitrogénio no DPPH é reduzido
a hidrazina retirando um atomo de hidrogénio dos antioxidantes. Sua estabilidade é
proveniente do aglomerado estérico no atomo de nitrogénio divalente de primeira ordem

e ao efeito “push-pull’ exercido pelo grupo difenilamino de segunda ordem, um doador de
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elétrons e picryl um receptor de elétrons. Esse efeito estabiliza consideravelmente sua
estrutura candnica. O radical DPPH possui uma cor violeta, estavel e intensa. Quando a
solugédo antioxidante € misturada com a solucdo de DPPH essa cor violeta desaparece
resultando na forma reduzida do radical DPPH-H; a solu¢do muda de violeta para amarelo
palido como resultado da reducéo radical pela transferéncia de atomos de hidrogénio dos
antioxidantes que sé&o doadores de H.

O radical é levemente solivel em solventes polares, dissolve-se em solventes
orgéanicos, reage de forma exigente com doadores de hidrogénio em diferentes locais de
reacdo, geralmente atacando o anel fenil. A solugéo radical DPPH-metanol € muito usada
por ser simples e disponivel como radicais prontos, muito usado para testes em produtos
alimenticios e farmacolégicos medindo a absorbéancia dos radicais que ficam no meio de
reagdo. O oxigénio molecular ndo reage com o DPPH, apenas na presenca de luz, onde
torna-se possivel verificar uma ligeira interacdo (Kawai e Shibuya, 2002; Chen et al., 2009;
Xie e Schaich, 2014).

O ensaio DPPH, apesar de ser in vitro, geralmente reflete resultados in vivo, sendo
um bom paradmetro para extrapolagdo. O extrato metandlico teve os melhores resultados
entre os extratos, apenas sendo superado pelas fragdes acetato de etila obtidas a partir
do extrato metanolico da folha (FAE METF) e do caule (FAE METC), demonstrando que a
fragcdo concentrou os compostos antioxidantes, ou ainda apresentou algum constituinte que
estava presente no seu extrato de origem. A tabela 4 apresenta os resultados deste estudo.
FAE METF concentrou quase 100% dos radicais na concentracdo de apenas 1 miligrama.
Quando reduzimos esta concentragao pela metade e até mesmo % a porcentagem ainda fica
acima dos 80% (Cabeca et al., 2023; Siciliano et al., 2024). Esses dados foram referéncia
para conduzir os estudos in vivo. A FAE METC também apresentou importante atividade
antioxidante (nogueira et al., 2024). Yu et a., 2017 obtiveram um extrato aquoso de caules
e folhas de Stevia e avaliaram o potencial em inibir a oxidagao lipidica em 6leo de peixe.
O extrato do caule apresentou capacidade supeior ao extrato da folha. Ainda ndo esta
claro, e totalmente correlacionada a capacidade antioxidante “concentragdo de compostos
fendlicos. Pesquisas mostram que as vezes, mesmo em menor quantidade tal composto ja
pode pronunciar uma atividade de sequestro superior. Assim, identificar e quantificar esses
compostos torna-se uma tarefa importante de pesquisa. Este trabalho apresenta alguns
desses compostos identificados (tabelas 7, 8 e 9).
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Extrato/Fracao % Compostos Fenolicos u

EEF 13
EHF 4
EMF 93
FAE ETF 55
FAE METF 98
EMC 53
EHC 65
FAE METC 90

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC - Extrato Hidroetandlico a partir dos Caules; EHF -
Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas; EMC - Extrato Metandlico a partir dos Caules; EMF - Extrato
Metandlico a partir das Folhas; FAE ETF - Fracédo Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das
Folhas; FAE METC - Fracédo Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico do Caule; FAE METF -
Fracédo Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico das Folhas.

Tabela 4. Percentagem de inibicdo pelo método de DPPH por Extrato/Fracao

3.4 Atividade Antioxidante - método ABTS*

O ensaio 2,2-Azino-Bis(2-Ethylbenzeno-thiazoline-6-Sulfonic Acid) Diammonium
Salt, ABTS, € um ensaio para a determinagéo de antioxidantes totais, onde ha o sequestro
de radicais livies ABTS*. E um ensaio medido como uma redugéo na presenca de doadores
de hidrogénio, e € um método de descoloracédo, sendo muito popular para estimar a
capacidade antioxidante de alimentos. A metodologia baseia-se nas reac¢des de um
elétron de redugao do radical ABTS por compostos antioxidantes presentes nas amostras
tanto proteicas como &cidos alimenticios. Quando o ABTS* reage com certos compostos
como as proteinas, o radical é reduzido formando um produto de cor, 0 que pode ser
uma evidéncia de reagbes de adicdo de radicais nas proteinas. A interacdo ABTS com
acidos alimenticios tem como resultado a conversdo de cation radical em seu derivado
diamagnético, facilitada pela ligagédo de hidrogénio com anions acidos. O ABTS em si pode
acelerar o processo de oxidacdo de fendis substituindo-os por permanganato de potassio
Mn(VIl), esses fendis substituidos poderiam ser prontamente oxidado pelo céation radical
estavel que foi produzido a partir da oxidagéo do ABTS por Mn(VIl). As vias de reagéo do
ensaio de descoloragéo do ABTS/persulfato de potassio mostram que alguns antioxidantes
formam adutos de acoplamento com o ABTS*, enquanto outros sofrem oxidagdo sem
acoplamento, apontando reagbes especificas para diferentes antioxidantes. Os resultados
do ensaio ABTS nas amostras apresentadas neste estudo ou foram negativos ou tiveram
acao antioxidante reduzida (dados ndao mostrados). Isto se deve ao fato de que muitas
vezes uma amostra tem uma atividade importante para sequestrar determinado radical livre
e ndo tem o0 mesmo resultado quando mudamos o radical. A diferencga na efetividade se da

Avangos em quimica e bioquimica: teorias e praticas 2 Capitulo 2

29



por inumeros fatores, um deles pode ser pelo composto presente e seu mecanismo de agédo
nao terem sido efetivos para aquele radical. Outra observacdo se da no ensaio: ensaios
in vitro ndo podem ser totalmente extrapolados para os resultados in vivo. (Sadowska-
Bartosz, Bartosz 2022; Kut, et al., 2022; llyasov, Beloborodov, Selivanova e Terekhov,
2020).

3.5 Avaliacao atividade Antidiabética

A alfa-amilase é uma enzima que pode ser produzida por diversos organismos.
Sao endo-carboidrases que hidrolisam ligagbes alfa-1,4, que existem na amilose e na
amilopectina aleatoriamente no centro da molécula. Sua ag¢do enzimatica ocorre sobre o
amido de forma acelerada, visto que elas apresentam maior atividade sobre substratos
de alta massa molecular, gerando oligossacarideos de diferentes tamanhos, chamadas
dextrina ou maltodextrinas, com maior tempo de acéo séo capazes de produzir glicose e
maltose. Elas sdo estabilizadas na presenca de ions de célcio que em si ndo aumentam
a velocidade de reac¢do, mas aumentam sua estabilidade, reduzindo a desnaturacéo
aumentando sua vida util. Essa enzima é usado em diversas areas da biotecnologia e
industria como na fermentacao de alimentos, indUstria de papel, industria téxtil apesar de
existir outras enzimas que possam hidrolisar o amido, a alfa-amilase ainda é considerada a
mais importante, pela sua alta demanda, sdo usados microrganismos para sua producdo em
alta escala. Nos animais é produzida na saliva e no pancreas para a digestdo do amido nos
alimentos. A alfa-glicosidase € outra enzima carboidrase capaz de hidrolisar carboidratos
possuem ligagdes alfa-glicosidicas 1,6, que uma vez rompida o residuo liberado podera
manter sua conformacgéo sendo ela alfa ou beta. O diabetes mellitus € uma das doencas
com risco de morte, sendo as formas mais comuns o tipo 1 e 2. A diferenca destes tipos é
causada pela incapacidade do pancreas de produzir insulina e da dificuldade das células
em reconhecer a insulina para a captacdo da glicose respectivamente. A Federacéao
Internacional de Diabetes (IDF) tem como previsdo que em 2030 cerca de 643 milhdes de
pessoas terdo diabetes e que até 2045 cerca de 783 milhdes.

Pesquisas buscam adjuvantes naturais que possam auxiliar na prevencdo e no
tratamento do DM. Uma das formas de investigagcdo vem sendo estudada € a inibicao de
enzimas como alfa-amilase e alfa glicosidase, o que retardaria a quebra de carboidratos pela
saliva, intestino, pancreas e limitaria a excurséao de glicose no sangue. Muitos compostos
a base de plantas sdo usados como inibidores enzimaticos para retardar e reduzir a
disponibilidade de glicose no sangue pés-prandial (Ogle et al,. 2022; Jeevanandam, et al.,
2023; Koblitz, 2008). Como podemos constatar pela tabela 5 a seguir, &€ possivel notar que
os extratos e fragcdes proveniente da Stevia puderam apresentar inibicdo dessas enzimas.
Dados como estes, de estudos in vitro, sdo predicativos importantes para avangar nos
estudos in silico e in vivo. A FAE METF obteve melhores resultados na inibicdo de ambas
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as enzimas. Esses dados corroboram com os estudos de Singla et al (2019) que mostrou
que Stevia rebaudiana apresenta alta atividade inibitéria da a-amilase, sugerindo potencial
para o desenvolvimento de medicamentos terapéuticos para o tratamento do diabetes.

Extrato/Fracao [0,1 mg/ml] % de Inibicao de Amilase % de Inibicao de Glicosidase
[4mg/mL] [4mg/mL]
EEF 10 90
EHF 8 97*
EMF 19 90
FAE ETF 5 92
FAE METF 40 95
EMC 8 99
EHC 26 99
FAE METC 0 99

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC - Extrato Hidroetandlico a partir dos Caules; EHF -
Extrato Hidroetandlico a partir das Folhas; EMC - Extrato Metandlico a partir dos Caules; EMF - Extrato
Metandlico a partir das Folhas; FAE ETF - Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das
Folhas; FAE METC - Fracado Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico do Caule; FAE METF -
Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico das Folhas. *N&o foi analisado nas mesmas
concentracdes que 0s outros extratos e fragcdes para a analise da avaliagéo da inibicdo da glicosidase,
esse valor é correspondente a concentragdo de 0,5 mg/mL.

Tabela 5. Porcentagem de inibicdo de Amilase e Glicosidase por Extrato/Fracdo

3.6 Avaliacao da atividade Antilipidica

Lipases sdo enzimas que hidrolisam os triacilglicerdis constituindo a classe das
serina hidrolases que ndo exige nenhum cofator para sua atividade, possuem diversos
substratos tendo como produto o glicerol e &cidos graxos livres através da hidrélise de
gorduras e 6leos. As lipases contribuem para melhor absorcdo de corantes em produtos
téxteis, auxiliam em muitos processos como a fabricacdo de couro, na remocdo de
componentes hidrofébicos na industria de papel e celulose, também sdo empregadas nos
processos de biorremediacéo.

A inibicao da lipase, principalmente da lipase pancreatica vem sendo estudada
extensivamente utilizando varios compostos naturais antioxidantes como compostos
fendlicos e flavonoides. Os principais mecanismos de inibicdo envolvem ainibicdo competitiva
com afinidade de ligagdo moderada, ligacbes de hidrogénio e intera¢des hidrofdbicas.
Para compostos de Stevia rebaudiana, esses testes sdo recentes. A inibicdo da lipase
como demonstrada na tabela 6, foi destacada pela FAE METC que obteve quase 100% de
inibicdo da lipase o que demonstra que esta fracdo pode apresentar atividade antilipidica
alta assim como a FAE METF que obteve 95% de inibicdo. Este dado € importante por se
tratar do caule, considerado residuo ou subproduto. Os caules apresentam pouco teor de
adogantes e por isso ndo sdo usados na industria para destinagdo humana. No entanto os
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dados apresentados podem auxiliar e impulsionar o desenvolvimento deste setor.

Extrato/Fracao [0,1mg/mL] % de Inibicao de Lipase [1,0mg/mL]
EEF 76
EHF 27
EMF 90
FAE ETF 76
FAE METF 95
EMC 77
EHC 49
FAE METC 99

EEF - Extrato Etandlico a partir das Folhas; EHC - Extrato Hidroetanélico a partir dos Caules; EHF -
Extrato Hidroetanélico a partir das Folhas; EMC - Extrato Metanélico a partir dos Caules; EMF - Extrato
Metanolico a partir das Folhas; FAE ETF - Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Etandlico das
Folhas; FAE METC - Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Metanoélico do Caule; FAE METF -
Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico das Folhas.

Tabela 6. Porcentagem de inibicdo da Lipase por Extrato/Fracao

3.7 Identificacao de bioativos

A cromatografia € um método de separacdo que distribui os componentes de
uma mistura entre uma fase estacionaria e uma fase moével por meio de varios métodos,
incluindo adsorgéo, particéo, troca iénica e por diversos outros. A cromatografia liquida
(LC) € o método mais comum para identificar, medir e separar componentes, essa técnica
se desenvolveu para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) que € um método
eficaz, muito utilizado para identificar produtos farmacéuticos em fluidos biolégicos. O
desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia-espectrometria acoplada
a espectrometria de massa (UHPLC-MS/MS) foi se necessaria pela necessidade de
técnicas de separacéo rapida e ultrarrdpida que possuem resolu¢gdo maior. O UHPLC
tem um tempo de analise surpreendentemente curto e usa uma pequena quantidade de
solvente e fase mével, aumenta consideravelmente a eficacia de separacgéo e a resolucéao
da mistura de analitos, usa o tamanho da particula empacotamento de coluna inferior a
microns como seu diferencial dos sistemas HPLC. A ideia fundamental por tras da técnica
se baseia na eficiéncia obtida a partir do tamanho das particulas de empacotamento de
colunas diminui. Uma reducdo do tamanho das particulas inferior a 2 um resulta em uma
melhoria na eficiéncia que nao cai em velocidades lineares ou taxas de fluxos mais altas.
Para aumentar a resolugdo cromatografica com o maior numero de picos, aprimorando
os sistemas de separacdo de LC, usando uma pequena quantidade de materiais para o
empacotamento de coluna e reducéo de tamanho das particulas e a andlise se torna mais
rapida e sensivel (Chawla e Ranjan, 2016; Klimczak e Gliszczynska, 2014; Kumar, Saini,
Nair e Shamar, 2012; Chesnut e Salisbury, 2007; Taleuzzaman, et al., 2015; Nogueira et al.,
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2024). As tabelas a seguir mostram os compostos identificados nas fragbes e extratos com

maiores teores de compostos fendlicos.

Provavel Classe Grupo Adduct | Formula m/z m/z ppm
metabdlico observado quimica tedrico experimental
Acido 1,3- | Derivados FAE [MH] | C,H,,0,, | 5151184 | 5151184 0
dicafeoil do &cido METC
quinico cinamico POS
Acido 3- Compostos FAE [MH] | C,H,,O, | 353,0867 353,0862 -1,416
cafeoilquinico | fendlicos METC
Derivados NEG
do &cido
cindmico
Naringenina Flavonoide FAE [MH] C,;H,,0, | 271,0601 271,0601 0
METC
NEG

FAE METC - Fracao Acetato de Etila a partir do Extrato Metanélico do Caule.

Tabela 7. Identificacéo de compostos da fracdo acetato de etila do extrato metandlico do caule por

UHPLC

Provavel Classe Grupo Adduct | Formula m/z m/z ppm
metabdlico observado quimica tedrico | experimental
Quercetina-3-O- | Flavonoide FAE [MH] C,H,0,s | 580,14 579,13 1,20
desoxihexosil-(1- METF

2)-petosideo
Kaempferol-3-O- | Flavonoide FAE [MH] C,H,O,, | 418,08 417,08 0,71
pentosideo METF
Quercetina-3-O- | Flavonoide FAE [MH] C,,H,0, 448,1 447,09 0,67
desoxihexosideo METF
Acido 1-feruloil- | Compostos FAE [MH] C,H,0,, | 530,14 529,13 -1,51
5-cafeoilquinico fendlicos METF

Acido Compostos FAE [MH] C,.H,O, | 354,09 353,08 0
clorogénico fenolicos METF
Quercetina-3-O- | Flavonoide FAE [MH] C,H,,0,, | 610,15 609,14 -0,49
deoxi-hexosil-(1- METF

6)-hexosideo
Quercetina-3-O- | Flavonoide FAE [MH] C,,H,0,, | 464,09 463,08 -0,64
hexosideo METF

FAE METF - Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Metandlico das Folhas.

Tabela 8. Identificagcdo de compostos da fragdo acetato de etila do extrato metandlico da folha por

UHPLC
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Provavel Classe Grupo Adduct | Férmula m/z m/z ppm
metabolico observado quimica tedrico | experimental
Astragalina Flavonoide FAE ETF [MH]* C,,H,0,, | 448,376 449,1039 -8,68

Quercetina-3-O- Flavonoide FAE ETF [MH] C,Hu0,5 581 579,099 1,21
desoxihexosil-(1-
2)-pentosideo
Kaempferol-3-O- Flavonoide FAE ETF [MH] C,,H,:0,, 418 417,056 0,72
pentosideo
Quercetina-3-0O- Flavonoide | FAE ETF [MH] | C,H,0,, | 431,097 431,072 -0,46
desoxihexosideo
Quercetina-3-O- Flavonoide FAE ETF [MH]* | C,H,,0O, | 610,152 609 0
desoxihexosil-(1-
6)-hexosideo
Quercetina-3-O- Flavonoide | FAE ETF [MH] | C,H,0O,, | 4481 447,065 0,45
desoxihexosideo
Kaempferol-7-O- Flavonoide FAE ETF [MH] C,,H,0, 448,4 447,065 1,34
hexosideo
Acido Compostos | FAE ETF [MH] C,H, O, | 354,091 353 3,4
cafeoilquinico fendlicos
Acido Compostos | FAE ETF [MH] C,H,,0,, | 516,450 515 3,7
3,4-dicafeoilquinico fendlicos
Kaempferol-3-O- Flavonoides | FAE ETF [MH] C,H,0,, | 432,105 431 0
desoxihexosideo
Rutina Flavonoides | FAE ETF [MH]* C,,H,.046 611 611,152 -4,91
Quertricina Flavonoides | FAE ETF [MH]* C,H,,0,, | 448,376 449,101 -5,12
Afzelin Flavonoides | FAE ETF [MH]* | C,,H,0O,, 432,4 433,107 -4,85

FAE ETF - Fracdo Acetato de Etila a partir do Extrato Etanélico das Folhas;

Tabela 9. Identificacdo de compostos da fracdo acetato de etila do extrato etandlico da folha por
UHPLC

Comparando as tabelas 6 e 7 mostram os compostos fenoélicos e flavonoides nas
fracBes obtidas a partir do extrato etandlico, publicados por Nogueira et al., 2024 e Siciliano
et al., 2024. A tabela 8, apresenta os compostos fendlicos e flavonoides presentes na FAE
obtida a partir do extrato etandlico, um subproduto da extracado e purificacdo de adogantes
de estévia (Cabeca et al., 2024). Nota-se que alguns compostos sao similares, mostrando
que a FAE a partir de um residuo tem potencial para ser explorada e pode trazer beneficios,
agregando valor ao setor e ainda contribuindo para uma exploracao sustentavel de estévia.

Um dos compostos que aparece nas tabelas é o &cido cafeoilquinico &€ muito
abundante em gréos de café, conhecido pela melhora da fungéo cognitiva em camundongos
modelo da doenca de Alzheimer, possui propriedades antioxidantes devido a sua porg¢ao
catecol e a conjugacéo estendida da cadeia lateral, forma um radical fenoxi estabilizado por
ressonancia, responsavel pelo seu potencial antioxidante (Suganuma et al., 2024; Dizdar,
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Vidic, Zeljkovic e Maksimovic, 2024).

O acido 1,3-dicafeoilquinico também chamado de acido 3,5-dicafeoilquinico é um
composto fendlico também encontrado nos caules e nas folhas de estevia, que possui
diversos beneficios a saude. Pesquisas mostraram que o composto bioativo pode inibir
0 acumulo de lipidios nas células adiposas, dificultando a proliferacdo celular durante a
fase de expanséo clonal mitdtica e postergando a diferenciacdo terminal dos adipécitos
tornando-o um potencial bioativo no combate a obesidade (Raineri et al., 2021; Lee et al.,
2019). Esses resultados motivam a investigar melhor o potencial bioativo desses compostos
para combater diversas doencas, como diabetes e a propria obesidade. A biossintese
desses compostos de forma sintética pode ser custoso e dessa forma obter um extrato ou
fracdo de um residuo e ainda ter multiplos agentes funcionais pode representar beneficios

inUmeros para diversos setores das areas farmacéutica, de alimentos , agraria e da saude.

41 CONCLUSAO

Este presente trabalho teve como objetivo reunir dados recentes publicados
ou nao sobre compostos bioativos presentes em residuos, subprodutos ou extratos
ndo doces de Stevia rebaudiana, especialmente de variedades de elite. O objetivo &
proporcionar as literaturas do setor informacgdes cientificas importantes para contribuir
para o desenvolvimento sustentavel da exploracdo da estévia no Brasil e no mundo. A
identificacdo de compostos bioativos e a investigacéo inicial da capacidade antidiabética e
antilipidica de extratos e fragcdes de stevia foi relatada. Nossos resultados demonstraram
que o fracionamento dos extratos aumenta significativamente o potencial do extrato em
diversas analises como na atividade antioxidante. Ainda, o caule, residuo na obtencéo de
adocantes a partir das folhas ou subproduto usado para ragcao animal, tem potencial para
ser usado também pelas areas farmacéutica, de alimentos e de saude, e precisa ser melhor
avaliado e aplicado. A fracéo proveniente do extrato etandlico, subproduto do pré-tratamento
apresentou compostos bioativos similares aos das fragbes obtidas a partir de extratos
metandlicos, solvente considerado ndo verde, e pode ter potencial funcional. As fragbes em
acetato de etila (metandlicas) das folhas e dos caules possuiram maiores atividades, com
maiores concentracdes de compostos fendlicos, em baixas concentragdes conseguiram
inibicdo superior a 90% da enzima glicosidase e lipase, obtendo um potencial para inibir
também a enzima amilase. Esses resultados obtidos tém implicagGes importantes para o
desenvolvimento de novos tratamentos baseados em bioativos naturais principalmente no
manejo e controle de diversas doencas como a diabetes mellitus e a obesidade. No entanto,
a pesquisa possui limitagcdes quanto aos rendimentos das extragdes, e mais aplicagdes e
investigacdes sdo incentivadas.
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