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RESUMO

Uma fracdo de estévia obtida em acetato de etila apds o fracionamento do extrato
amargo de Stevia UEM-13, um subproduto do pré-tratamento etandlico de folhas
desta variedade de Stevia rebaudiana, foi caracterizada, microencapsulada e
avaliada quanto ao potencial antioxidante e antidiabético. A fracdo livre apresentou
atividade antioxidante e antibiabética e uma quantidade de compostos fendlicos e
flavondides importantes. A fracdo foi microencapsulada, analisada e comparada com
os resultados obtidos a partir da fracéo livre e com outras fracdes de Stevia. A fracédo
microencapsulada também apresentou atividade antioxidante e antibiabética e
aumentou significativamente a solubilidade da fragao livre.

INTRODUCAO

Estudos realizados no NEPRON (Formigoni et al., 2018), da Universidade Estadual
de Maringd, mostraram que o pré-tratamento etandlico em folhas de Stevia
rebaudiana melhora o processo de obtencao e purificacdo dos adocantes extraidos
desta planta, resultando em um adocante de melhor perfil sensorial O subproduto
deste processo é o extrato etandlico (EE) e merece ser investigado. Recentemente,
Milani et al. 2017b obtiveram uma fracdo antioxidante de Stevia (FAS) por meio do
fracionamento do extrato metandlico de folhas de Stevia rebaudiana. FAS
apresentou alto potencial antidiabético e antioxidante, mas também apresentou
algumas dificuldades na obtencédo do FAS como o uso de um solvente considerado
“ndo verde” para a extracdo. A microencapsulacdo de fracbes de estévia, pode
aumentar a solubilidade e preservar compostos antioxidantes.

Assim este estudo busca a obtencdo de FAS a partir do extrato etanolico amargo
obtido do pré-tratamento de folhas de Stevia UEM-13, realizar sua caracterizacao,
microencapsulacao e avaliar estabilidade; e ainda estudar seu potencial como fracao
antioxidante e antidiabética in vitro.

MATERIAIS E METODOS
Obtenc¢éo da Fracdo Antioxidante de Estévia (FAS)
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As folhas da variedade de elite Stevia UEM-13, foram colhidas no NEPRON. O pré-
tratamento etandlico dessas folhas foi realizado de acordo com Formigoni et al.
(2018), gerando como subproduto o extrato amargo de estévia (extrato etandlico).
Esse extrato foi fracionado de acordo com Milani et al. (2017), levando a obtencéo
de uma fracdo em acetato de etila (FAS) que foi submetida a secagem.

Analises fisico-quimicas

O extrato etandlico e a fracdo obtidas foram analisadas quanto ao teor de
glicosideos de esteviol, compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante, de acordo com as metodologias desenvolvidas por Dacome, et al.
(2005), Ahmed et al., (2018) e Jia et al., (1999), respectivamente. Os resultados de
compostos fenodlicos que foram expressos em equivalentes do padrédo acido galico,
os flavonoides em equivalentes do padrdo quercetina, e a atividade antioxidante em
relacdo ao sequestro dos radicais ABTS e DPPH, e os padrao utilizado para
expressar os resultados foi TROLOX.

Avaliacdo da atividade antidiabética in vitro

Inibicdo de a-amilase e Inibi¢céo de a-glicosidase

A capacidade de inibicdo da enzima a-amilase foi avaliada em relagdo a FAS e
MFAS (de 2,0 a 0,05 mg/ml), seguindo a Cabeca et al. (2023), com adaptacdes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicao.

Microencapsulagéo da Fragao

FAS foi microencapsulada na propor¢éo e foi avaliada em relacdo a MFAS quanto a
Digestéo in vitro, estabilidade e solubilidade. Para o teste de digestdo a metodologia
seguiu Cabeca et al (2023). Para verificar a estabilidade dos produtos, foram
utilizados os resultados de flavonoides e de atividade antioxidante para o radical
DPPH em um periodo de 30 dias. A Eficiéncia de microencapsulagdo da FAS foi
calculada acordo com Cabeca, 2023.

Analise estatistica

Todos os testes realizados em triplicata. Os resultados serdo expressos como media
+ erro padrdo da média e submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de
teste de Tukey com significancia estabelecida em p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da tabela 1, é possivel observar que o EE possui edulcorantes de estévia,
porém devido ao teor de compostos de sabor amargo como fendlicos e ao residual
amargo caracteristico gos glicosideos podemos chama-lo de extrato amargo de
estévia. FAS e MFAS nao apresentaram teor de adocantes e mostraram um teor
importante de compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente 45g/100g e
159/100g. Cabeca et al 2023, Milani et al., 2017 encontraram teores de cerca de
50g/100g em fracOes obtidas em acetato de etila a partir do fracionamento do extrato
metandlico de folhas de estévia.

Houve um aumento significativo da capacidade antioxidante das fragdes, livre e
microencapsulada, em relacdo ao extrato etandlico. Além disso as fracdes
apresentaram um potencial antioxidante em relacdo ao sequestro de radicais livres,
especialmente DPPH. A FAS apresentou 82 % de inibicdo do radical DPPH e 55,1%.
Caracterizacdo da FAS e MFAS
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do radical ABTS. A MFAS mostrou uma inibicdo de 43,68% e 18,55% do radical
DPPH e ABTS+, respectivamente. Comparando com os dados obtidos por Cabeca
et al., 2023 da FAS metandlica, observamos que a FAS deste estudo teve uma
porcentagem de inibicdo muito semelhante em relacdo ao radical DPPH, porém a
inibicdo pelo radical ABTS+ teve uma queda de 32,8%.

Tabela 1. Concentracdo de Glicosideos Totais, Compostos Fendlicos, Flavonoides
e Capacidade Antioxidante

AMOSTRAS Total de Glicosideos Fendlicos em Eq. De Flavonoides em Eq.
(g/1009) Acido Galico De Quercetina
(9/1009) (9/1009)
EE 15,3 10,04 £0,01 7,71 + 0,0005
FAS <0,0001 4,02 + 0,007
459 +
0,002
MFAS <0,0001 3,25 + 0,0005
15,6 £
0,005

Capacidade antioxidante

Amostra Inibicdo DPPH (%/mg) InibicAo ABTS+ (%/mg)
EE 8,73 £ 0,003 12,57 + 0,005
FAS 82+0,01 55,1 +0,001
MFAS 43,68 + 0,03 18,55 + 0,004

Caracterizacdo da atividade antidiabética

Com a enzima a-glicosidase, apenas a fracdo livre apresentou inibicdo (90%) na
concentracado de 2 mg/ml. Com a enzima a-amilase, a fracdo FAS mostrou inibicéo
de 15% na concentracdo de 0,1 mg/ml (substrato em 2mg/mL) e MFAS uma
inibicdo de 7% na concentracdo de 0,1 mg/ml e com substrato na concentragcéao de
6 mg/mL. A melhor taxa de inibicdo alcancada pela acarbose, inibidor padréo
dessas enzimas foi de 83,05% quando sua concentracdo foi de 0,1 mg/mL e a de
amido foi de 6 mg/mL. Isso demonstra o potencial dessas fragOes, especialmente a
FAS, em serem avaliadas quanto a uma possivel adjuvante no tratamento dos
disturbios causados pelo diabetes.

A tabela 2 mostra a comparacéo do conteudo de fendlicos e flavonoides e ainda da
capacidade antioxidante no periodo de 30 dias ap0s a obtengédo de FAS e MFAS.
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Tabela 2. Concentracdo de Compostos Fendlicos, Flavonoides e inibi¢cdo do radical
DPPH no intervalo de 30 dias.

Fendlicos em eq. De

Quercetina (g/100g)
Dia 1 Dia 30
EE 10,04 £0,01 <0,0001
FAS 45,9 + 0,08 8,97 0,005
MFAS 15,6 £ 0,007 8,45 + 0,0006
Flavonoides em eq. De
Quercetina (g/100g)
Dia 1 Dia 30
EE 7,71 + 0,0005 <0,0001
FAS 5,50 + 0,006 3,94 + 0,004
MFAS 3,25 + 0,0005 4,2 + 0,0005
Inibicdo do DPPH (%)
Dia 1 Dia 30
EE 8,74 £ 0,02 <0,0001
FAES 29,18 + 0,005 11,8 0,004
MFAS 18,31 +0,009 12,74 £+ 0,0005

Apos 30 dias o EE apresentou uma queda em todas as analises realizadas. Ja a
FAS apresentou uma queda de compostos fendlicos de 80,46%. Com relagdo a
compostos flavonoides a queda obtida foi de 28,4% e a inibicdo do radical DPPH
apresentou uma queda de 30,42%. A MFAS apresentou uma queda de 45,80% e
30,42% de compostos fendlicos e inibicdo do radical DPPH, porém o compostos
flavonoides obteve um aumento de 29,2%. Assim, conseguimos observar que para
esta fracdo, diferentemente da FAS obtida a partir do extrato metanolico por Cabeca
et al, a microencapsulagao nao foi muito expressiva na preservacdo dos compostos
bioativos. Esses resultados também foram corroborados pelos dados obtidos na
analise de digestdo in vitro. A MFAS apresentou uma eficiéncia na
microencapsulacdo de 93,9% e um aumento da solubilidade de 100% em
comparacao a FAS, mostrando que a microencapsulagdo aumenta a solubilidade de
compostos insolluveis, aumentando sua aplicabilidade em diferentes (Cabeca et al.,
2023) produtos.

CONCLUSOES

A FAS obtida a partir do EE, um subproduto gerado no pré-tratamento com etanol
absoluto de folhas de Stevia apresentou atividade antioxidante e antibiabética in vitro
0 que demonstra que mais estudos devem ser realizados para o0 reaproveitamento
deste residuo que apresenta potencial de aplicacdo, especialmente quando
consideramos seus compostos bioativos. A microencapsulacdo da FAS mostrou-se
um processo vantajoso apenas em relacdo a solubilidade.
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