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RESUMO 
 
Compostos com atividades antioxidante e antiglicante tornaram-se alvos de estudos, em busca 
de novos ativos que possam prevenir e combater os danos causados pelo estresse oxidativo e 
glicação de macromoléculas, eventos relacionados a diversos processos degenerativos e 
patológicos. Diante disso, compostos de origem vegetal do grupo dos polifenois são fontes 
promissoras para tais estudos, pois atuam como inibidores naturais destes processos prejudiciais 
a saúde e, diferentes espécies vegetais vêm ganhando destaque em estudos científicos, como a 
Pyrostegia venusta e a Turnera ulmifolia, amplamente utilizadas na medicina popular. Somado 
a isso, tem-se verificado um grande avanço científico envolvendo os estudos químicos e 
farmacológicos de plantas medicinais, que visam obter novos compostos com propriedades 
terapêuticas, possibilitando ampliar suas ações com o emprego na liberação controlada, 
estabilização e liberação destes fitofármacos de forma mais eficiente. O presente trabalho teve 
por objetivo avaliar a atividade antioxidante, antiglicante e citotóxica dos extratos brutos das 
flores de Pyrostegia venusta e partes aéreas de Turnera ulmifolia, assim como as microcápsulas 
produzidas com extrato dessas espécies. Os extratos foram analisados quanto a constituição de 
polifenóis e flavonoides totais, por HPLC/MS e CCDc. A atividade antioxidante foi realizada 
por meio dos testes de DPPH, FRAP, NO, ORAC-FL e inibição da hemólise oxidativa em 
eritrócitos humanos, e a atividade antiglicante por meio da determinação de grupos de aminas 
livres, inibição da formação de AGEs e MRE. As microcápsulas produzidas com os extratos 
em maltodextrina foram avaliadas quanto a eficiência e liberação de compostos polifenólicos, 
atividade antioxidante por DPPH e caracterização por MEV. Ambas as espécies selecionadas 
para esse estudo, P. venusta e T. ulmifolia, apresentaram alto teor de polifenoies e flavonoides 
totais, que foram caracterizados por HPLC/MS. Os extratos que apresentaram melhores 
resultados para as atividades antioxidante e antiglicante, foi obtido por maceração para a P. 

venusta e percolação para a T. ulmifolia. No teste de MTT foi possível verificar que P. venusta 
apresentou potencial citotóxico nas maiores concentrações analisadas, enquanto T. ulmifolia 
apresentou um resultado negativo para citotoxicidade. O método de microencapsulação por 
liofilização demonstrou eficiência de encapsulação, pois conferiu estabilidade ao conteúdo 
polifenólico dos extratos, verificada após a liberação dos compostos. As duas espécies 
apresentaram potencial promissor quanto a atividade antioxidante e antiglicante, os quais 
podem estar relacionados à sua constituição em polifenóis, principalmente em flavonoides. 
 
Palavras-chave: AGEs, estresse oxidativo, flavonoides; plantas medicinais, polifenois.  
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ABSTRACT 
 
Compounds with antioxidant and antiglycant activities have become targets of studies, in search 
of new actives that can prevent and combat the damage caused by oxidative stress and glycation 
of macromolecules, events related to several degenerative and pathological processes. 
Therefore, compounds of plant originate from the group of polyphenols are promising sources 
for such studies, as they act as natural inhibitors of these harmful processes to health, and 
different plant species have been gaining prominence in scientific studies, such as Pyrostegia 

venusta and Turnera ulmifolia, widely used in folk medicine. Added to this, there has been a 
great scientific advance involving chemical and pharmacological studies of medicinal plants, 
which aim to obtain new compounds with therapeutic properties, making it possible to expand 
their actions with the use of controlled release, Stabilization and release of these 
phytopharmaceuticals in a more efficient. This study aimed to evaluate the antioxidant, 
antiglycant and cytotoxic activity of crude extracts from Pyrostegia venusta flowers and aerial 
parts of Turnera ulmifolia, as well as the microcapsules produced with extracts of these species. 
The extracts were analyzed for the constitution of total polyphenols and flavonoids, by 
HPLC/MS and CCDc. Antioxidant activity was performed by testing DPPH, FRAP, NO, 
ORAC-FL and inhibition of oxidative hemolysis in human erythrocytes, and antiglycant 
activity by determining free amine groups, inhibiting the formation of AGEs and MRE. The 
microcapsules produced with maltodextrin extracts were evaluated for efficiency and release of 
polyphenolic compounds, antioxidant activity by DPPH and characterization by SEM. Both 
species selected for this study, P. venusta and T. ulmifolia, presented high content of total 
polyphenols and flavonoids, which were characterized by HPLC/MS. The extracts that the best 
results for antioxidant and antiglycant activities were obtained by maceration for P. venusta and 
percolation for T. ulmifolia. In the MTT test it was possible to verify that P. venusta presented 
cytotoxic potential at the highest analyzed concentrations, while T. ulmifolia presented a 
negative result for cytotoxicity. The freeze-drying microencapsulation method demonstrated 
encapsulation efficiency, as it provided stability to the polyphenolic content of the extracts, 
verified after the release of the compounds. Both may be related to their constitution in 
polyphenols, mainly in flavonoids. 
 
Keywords: AGEs, oxidative stress, flavonoids; medicinal plants, polyphenols. 
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REFERENCIAL TEÓRICO 

 

O estresse oxidativo pode gerar mudanças permanentes na estrutura do DNA, proteínas 

e lipídios (GEORGE e ABRAHAMSE, 2020; BIELECKA et al., 2021). Esse processo é gerado 

pela atuação dos radicais livres (RLs), que são capazes de reagir com esses componentes 

celulares, provocando além de danos, eventual apoptose celular (WANG et al., 2021). Os 

principais RLs envolvidos em processos patológicos são representados pelas espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (ERN) (HOU et al., 2020). 

O desequilíbrio entre a produção de RLs e as defesas do organismo gera uma condição 

que provoca o estresse oxidativo, que pode promover desordens fisiológicas, contribuindo tanto 

no processo de envelhecimento, como também em complicações biológicas incluindo 

inflamação crônica (HU et al., 2020), fibromialgia (TOBORE, 2021), doenças degenerativas 

como o diabetes (HUANG et al., 2021), doenças cardiovasculares (DAIBER et al., 2017; 

HUANG et al., 2021), doenças pulmonares (HUANG et al., 2021; SHARMA et al., 2021), 

câncer (NILSSON e LIU, 2020) e doenças neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson 

(HU et al., 2020). 

Outro importante processo que interfere na interrupção da homeostasia é a glicação, no 

qual açúcares redutores reagem com componentes celulares, principalmente proteínas, por meio 

de uma complexa reação conhecida como reação de Maillard (TAKAHASHI et al., 2021). Esse 

processo é gerado pela condensação de um grupamento carbonila de um açúcar redutor, com 

um grupamento amina presente em proteínas, ácidos nucléicos e aminofosfolipídeos, resultando 

nos produtos de Amadori (MEHTA e DEETH, 2016). Esses produtos possuem grupos reativos 

de carbonila, que se condensam com grupos aminas primárias acessíveis, dando origem aos 

produtos finais da glicação avançada denominados de AGEs (Advanced Glycation end 

Products) (Figura 1) (KELLOW e COUGHLAN, 2015). 

 

 

Figura 1. Reação de Maillard - Glicação proteica entre glicose e proteína. Fonte: Autor. 
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A interação celular dos AGEs desencadeia processos inflamatórios e o aumento do 

estresse oxidativo (TAKAHASHI et al., 2021; WU et al., 2021), por meio da geração de RLs, 

devido às ligações com proteínas e interações com receptores celulares, resultando assim em 

alterações morfofuncionais e aumento da expressão de mediadores inflamatórios (TANAKA, 

2011). 

O acúmulo de AGEs é um processo predominantemente endógeno e natural do 

organismo, que aumenta lentamente com o envelhecimento, porém, o acúmulo anormal dessas 

substâncias pode ser induzido por fontes exógenas (Figura 2) (BIOTEC 

DERMOCOSMÉTICOS, 2016). Após sua formação, os AGEs podem interferir em diferentes 

reações, principalmente com citocinas, hormônios e no processo oxidativo, podendo 

desencadear patologias como o diabetes e suas complicações (ALGHAMDI et al., 2021; 

TAKAHASHI et al., 2021), aterosclerose (VLASSARA e URIBARRI, 2014; BASMAN et al., 

2021), doença de Alzheimer (ALGHAMDI et al., 2021) e câncer (LIN et al., 2016; DARIYA e 

NAGARAJU, 2020), além de aumentar o risco de doença arterial coronariana (BASMAN et 

al., 2021). 

 

 

Figura 2. Causas, efeitos e inibição da formação de AGEs. Fonte: BIOTEC 
DERMOCOSMÉTICOS, 2016. 
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Os AGEs foram identificados como neurotoxinas e fatores pró-inflamatórios e 

apresentam receptores específicos no organismo denominados de RAGEs, uma proteína 

transmembrana pertencente à família de receptores de imunoglobulinas. A partir da interação 

AGE-RAGE ocorre estímulo das vias de sinalização relacionadas à inflamação intracelular 

como aumento do estresse oxidativo (Figura 3), além da sinalização em diversas patologias 

(ERUSALIMSKY, 2021; REN e YAN, 2021), relacionada ainda ao processo de 

envelhecimento precoce. A inibição da formação de AGEs reduz a interação AGE-RAGE e a 

supressão da expressão de RAGE pode ser uma estratégia potencial para o tratamento de 

patologias que são desencadeadas ou aceleradas por essa via de sinalização (WU et al., 2021). 

 

 

Figura 3. Formação e ação dos AGEs. Fonte: NÚCLEO DE INOVAÇÃO E PESQUISA, 2021. 
 

O acúmulo progressivo de AGEs no organismo é resultado de uma combinação de 

AGEs provenientes da dieta e AGEs endógenos (WU et al., 2021). Compostos com atividades 

antioxidantes e antiglicantes têm sido estudados como candidatos para suprimir os prejuízos 

causados por RLs nos sistemas biológicos, assim como para bloquear o mecanismo envolvido 

na formação de AGEs (AMINJAFARI et al., 2016). Com isso, a busca por compostos naturais 

com atividades antioxidante e antiglicante se tornou alvo de estudos, para descoberta de 
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compostos ativos que possam prevenir e combater os danos causados pelo estresse oxidativo e 

glicação proteica (JIANG et al., 2016). 

Ao longo dos anos, as plantas medicinais têm sido utilizadas para tratar diversas 

patologias, principalmente em países subdesenvolvidos, como alternativa mais rápida, prática 

e menos onerosa em comparação aos medicamentos convencionais (TAMANG et al., 2021). 

Diante disso, compostos de origem vegetal são fontes promissoras para tais estudos, como por 

exemplo os compostos fenólicos e, dentro deste grupo os flavonoides, que constituem a maior 

classe de fenólicos vegetais (BOUYAHYA et al., 2021; DAS et al., 2021), têm sido 

investigados como inibidores naturais de processos danosos ao organismo, além de 

contribuírem para elaboração de novos produtos farmacêuticos, cosméticos e alimentos 

funcionais (KALYNIUKOVA et al., 2021; ZAMAN et al., 2021). 

Os polifenóis constituem um grupo diversificado de compostos fitoquímicos 

amplamente distribuídos nas plantas e podem se acumular em todas as partes da espécie vegetal 

como caules, folhas, flores, frutos e raízes (LIU et al., 2019). Muitos estudos têm sugerido que 

os polifenóis podem desempenhar um papel importante na prevenção e tratamento de danos 

promovidos pelo estresse oxidativo (JIAO et al., 2018) e, além disso, estudos demonstram sua 

ação sobre doenças coronárias, diabetes e câncer (DAS et al., 2021). 

Diferentes espécies vegetais têm ganhado destaque em estudos científicos, por 

possuírem atividades importantes no controle dos danos oxidativos e dos fatores que 

intensificam e facilitam a ação prejudicial dos RLs. Entre estas espécies de interesse destacam-

se a Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (ROY et al., 2012; COIMBRA et al., 2019) e a 

Turnera ulmifolia Linn (NASCIMENTO et al., 2006; BRITO et al., 2012), distintas quanto ao 

gênero e família e com características peculiares quanto ao seu desenvolvimento e abrangência.  

Quanto a espécie Pyrostegia venusta, esta pertence à família Bignoniaceae, e é 

popularmente conhecida como flor ou cipó-de-são-joão, constitui-se por uma liana que 

multiplica rapidamente e é amplamente encontrada no Cerrado e Mata Atlântica brasileira, 

distribuindo-se em campos, orlas de matas, beiras de estradas e ao longo da costa no litoral 

(MAGALHÃES et al., 2010; ROSSATTO e KOLB, 2010). Essa espécie é nativa do Brasil 

(LORENZI, 1995) e apresenta expressiva dispersão em quase todo o sul e sudeste do Brasil 

(DUARTE e JURGENSEN, 2007) e, devido a sua inflorescência de cor laranja, é considerada 

como uma planta ornamental (SCALON et al., 2008; VELOSO et al., 2010) (Figura 4). 
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Figura 4. Pyrostegia venusta. Fonte: Autor. 
 

Na medicina popular as flores de P. venusta são utilizadas em infusões e decocções 

(SCALON et al., 2008; VELOSO et al., 2010) para o tratamento de vitiligo, diarreia (RIBEIRO 

et al., 2017), infecções do sistema respiratório (CARDOSO et al., 2009), em infecções uterinas, 

icterícia, erisipela (CARDOZO et al., 2009; VELOSO et al., 2010), como antimicrobiana e 

cicatrizante (ROY et al., 2012). Em estudos realizados com extrato vegetal de P. venusta foi 

verificado a inexistência de toxicidade reprodutiva, efeitos genotóxico, carcinogênico e 

mutagênico (FERNANDES et al., 2011; VIEL et al., 2019). 

No que diz respeito a composição fitoquímica da P. venusta, esta se apresenta como 

fonte de diversos compostos naturais e grande potencial relacionado as atividades biológicas 

com propriedades terapêuticas, que são desempenhadas por compostos fenólicos, 

principalmente flavonoides, identificados nas partes aéreas da planta (MAGALHÃES et al., 

2010; VELOSO et al., 2010). Estudos fitoquímicos avaliando efeitos biológicos demonstraram 

que P. venusta apresenta efeitos anti-inflamatórios, antinociceptivos e anti-tumoral (VELOSO 

et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014). Estudos ainda comprovam que as flores de P. venusta 

foram capazes de estimular a melanogênese no tratamento do vitiligo (MOREIRA et al., 2015). 

Na composição fitoquímica foram identificados a presença de alantoína, rutina, ácido caféico e 

derivados do ácido gálico, do ácido benzóico e do ácido p-cumárico (MOREIRA et al., 2012, 

COIMBRA et al., 2017). 

A espécie Turnera ulmifolia pertencente á família Turneraceae, e popularmente 

conhecida como chanana, damiana, albina e saca-estepe é considerada uma erva daninha 

amplamente distribuída em regiões tropicais e subtropicais na África e América do Sul 

(SZEWCZYK e ZIDORN, 2014). Essa espécie é nativa do México e da Índia Oriental e no 

Brasil é encontrada principalmente nas regiões norte e nordeste (ROIG, 1988). Atinge 



22 
 

aproximadamente 60 centímetros de altura e caracteriza-se por folhas aromáticas e flores 

constituídas de cinco pétalas brancas amareladas (ANTONIO; SOUZA BRITO, 1998) (Figura 

5). Cresce em solos arenosos (HOSAMANI, 1993) e é adaptável a diferentes climas, podendo 

resistir a uma temperatura de até 85 ºC em algumas ocasiões (SILVA et al., 2015). 

 

 

Figura 5. Turnera ulmifolia. Fonte: Autor. 
 

Na medicinal popular é utilizada como anti-inflamatória, para tratar sintomas de gripe e 

resfriado, atuando como expectorante, utilizada para desordens do sistema circulatório, na 

forma de chá para úlceras e distúrbios gastrointestinais como indigestão, constipação e diarreia 

(GRACIOSO et al., 2002; COUTINHO et al., 2009). As raízes de T. ulmifolia são preparadas 

por decocções para tratar inflamações uterinas (CARTAXO et al., 2010). As partes aéreas são 

utilizadas para o tratamento de prostatite e para diferentes tipos de câncer. No entanto, em 

algumas regiões esta espécie é utilizada como abortiva (GALVEZ et al., 2006). 

No que diz respeito aos estudos científicos, estes demonstraram que esta espécie possui 

propriedades farmacológicas como anti-hiperglicêmica, anti-inflamatória, antiulcerogênica, 

antifúngica, antioxidante, afrodisíaca e hipotensora (NASCIMENTO et al., 2006). Estudos 

fitoquímicos identificaram a presença de ácido clorogênico, ácido gálico, apigenina, rutina, 

quercetina, luteolina e diosmetina (BRITO et al., 2012; SZEWCZYK e ZIDORN, 2014). 

Os estudos de extratos e compostos ativos naturais de origem vegetal, apesar de serem 

altamente difundidos, encontra limitações que podem interferir de maneira direta e indireta nos 

constituintes e na atividade biológica. Tais limitações constitui-se principalmente nas condições 

de preparo e formulações empregadas para produção dos extratos e compostos ativos, o que 

pode levar à alteração físico-química (pH, fotolabilidade, temperatura, entre outros) e assim 

alterar a atividade biológica esperada. Contudo, os avanços nas pesquisas de imobilização e 
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liberação de compostos ativos refletem uma tendência tecnológica mundial em todos os setores 

de produção, capaz de oferecer uma infinidade de benefícios e facilidades em todas as áreas de 

atuação, principalmente em sistemas mais eficientes para veicular e aumentar a eficácia de 

compostos ativos no organismo (MORA-HUERTASA et al., 2010). Somado a isso, tem-se 

verificado um grande avanço científico envolvendo os estudos químicos e farmacológicos de 

plantas medicinais, que visam obter novos compostos com propriedades terapêuticas (CORIA-

TÉLLEZ et al., 2018; EKALU, 2021; PRASATHKUMAR et al., 2021) e, entre as alternativas 

que podem ser utilizadas para preservar as características do material vegetal, destaca-se a 

encapsulação em diferentes estruturas como microcápsulas, lipossomas, microemulsões e 

nanopartículas poliméricas (HEINRICH et al., 2007). 

O desenvolvimento de sistemas de imobilização e liberação com esses compostos 

vegetais na forma de microcápsulas é uma alternativa, para garantir a estabilidade do composto, 

facilitar a liberação de substâncias ativas e aumentar sua efetividade, uma vez que as 

microcápsulas conferem uma barreira física entre o composto presente no núcleo e os outros 

componentes da formulação (ALMEIDA et al., 2017). 

A microencapsulação é uma técnica de revestimento amplamente difundida e que 

apresenta aplicação nas mais diversas áreas como farmacêutica, cosmética e alimentícia 

(NESTERENKO et al., 2013). Neste processo pequenas partículas do princípio ativo são 

rodeadas por um revestimento que formam pequenas cápsulas, cuja estrutura atua como um 

filme protetor, isolando a substância ativa e evitando sua exposição inadequada (JYOTHI et al., 

2012) (Figura 5). As microcápsulas formadas podem ser classificadas de acordo com seu 

tamanho em macropartículas (≥5.000 μm), micropartículas (0,2 a 5.000 μm) ou nanopartículas 

(≤0,2 μm) (SILVA et al., 2014). 

 

 

Figura 6. Morfologia da microcápsula. Fonte: PEREIRA et al. (2018). 
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Diferentes técnicas de microencapsulação podem ser empregadas para compostos 

bioativos e ingredientes alimentícios, e o que as diferenciam é o tipo de aprisionamento do 

material a ser encapsulado pelo agente encapsulante, que pode ser por secagem por spray, spray 

chilling, polimerização in situ, emulsificação e liofilização (TOLVE et al., 2016). 

Existem diferentes compostos utilizados na microencapsulação e a seleção desse 

material é um requisito importante, pois influencia diretamente na eficiência da 

microencapsulação e na estabilidade do sistema (COSTA et al., 2015). Algumas características 

são desejáveis para o agente encapsulante de acordo com o método de encapsulamento 

selecionado, como as características das partículas desejadas incluindo tamanho, estabilidade, 

solubilidade e ainda liberação controlada, qual a aplicação pretendida do material encapsulado, 

a viabilidade e o custo do processo (SANTOS et al., 2021). 

A maltodextrina é um polissacarídeo nutritivo, composto por cadeias de três a 20 

unidades de D-glicose ligadas por cadeia α 1-4, que apresenta diferentes pesos moleculares 

(ELNAGGAR et al., 2010; BARRETO et al., 2015). Sua formação ocorre por meio da hidrólise 

do amido de milho, por ação ácida ou enzimática, que origina diferentes dextroses equivalentes 

(DE), indicando a extensão da hidrólise do amido equivalente e a massa molar. Apresenta boa 

aceitação na técnica de microencapsulação devido a sua baixa higroscopicidade, alta 

solubilidade, baixo custo e baixa viscosidade (COSTA et al., 2015; MAHDAVI et al., 2016). 

Sendo assim, plantas medicinais como a P. venusta e a T. ulmifolia visam a obtenção de 

novos compostos com propriedades terapêuticas, possibilitando ampliar suas ações com o 

emprego da microencapsulação para estabilização de seus metabólitos. A possibilidade do 

desenvolvimento de ativos com capacidade para serem inseridos nas diferentes áreas da 

indústria farmacêutica, cosmética e até mesmo alimentícia, podem refletir diretamente na 

prevenção e tratamento do envelhecimento precoce, de doenças crônicas e degenerativas, das 

alterações morfofuncionais e do aumento da expressão de mediadores inflamatórios, devido ao 

seu potencial antioxidante e antiglicante.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante, antiglicante e 

citotóxica dos extratos brutos e frações das flores de Pyrostegia venusta e das partes aéreas de 

Turnera ulmifolia e desenvolver um método de microencapsulação dos extratos utilizando 

maltodextrina como material de parede. 

 

Objetivos específicos 

1- Determinar o conteúdo de compostos polifenólicos e flavonoides totais dos extratos das 

flores de Pyrostegia venusta e partes aéreas de Turnera ulmifolia; 

2. Realizar o fracionamento direcionado para compostos flavonoídicos e caracterizar 

qualitativamente as frações, por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao 

espectro de massas (HPLC/MS); 

3. Determinar a atividade antioxidante dos extratos pelos ensaios de DPPH, FRAP, NO, 

ORAC e inibição de hemólise oxidativa em eritrócitos humanos; 

4. Determinar a atividade antiglicante dos extratos pelos ensaios de determinação do grupo 

de aminas livres, inibição da formação de AGEs e mobilidade relativa em eletroforese; 

5. Avaliar a citotoxicidade dos extratos por MTT em linhagem celular de fibroblastos; 

6. Desenvolver um método de microencapsulação dos extratos avaliando a eficiência de 

encapsulação e liberação de compostos polifenólicos, avaliando também a atividade 

antioxidante por DPPH; 

7. Analisar as microcápsulas formadas em microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
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Atividade antioxidante, antiglicante e citotóxica do extrato e fração de Pyrostegia venusta 
(Ker Gawl.) Miers e desenvolvimento de método de microencapsulação 
 

RESUMO 
 
Pyrostegia venusta (Ker-Gawl.) Miers, pertence a família Bignoniaceae e é popularmente 
conhecida como flor ou cipó-de-são-joão, uma espécie nativa do cerrado brasileiro. Na 
medicina popular é amplamente utilizada para tratamento de vitiligo e como anti-inflamatória, 
antinociceptiva e anti-tumoral. Estudos fitoquímicos demonstraram a presença de compostos 
fenólicos em sua composição, o que torna essa espécie alvo de interesse para estudos que 
buscam compostos vegetais, que possam ser empregados na prevenção e tratamento de 
processos danosos ao organismo, como o estresse oxidativo e a glicação proteica, ambos 
associados à doenças degenerativas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o extrato 
bruto de flores de P. venusta quanto ao teor de polifenois e flavonoides totais e determinar o 
perfil cromatográfico de seus constituintes por HPLC/MS e CCDc. Objetivou avaliar a 
atividade antioxidante, antiglicante e citotóxica, além de desenvolver um método de 
microencapsulação do extrato em maltodextrina. Os resultados obtidos demonstraram que o 
extrato bruto de P. venusta obtido por maceração (EBPvm) na concentração de 10 mg/mL 
apresentou maior presença de compostos polifenólicos (1060,4 µg equivalente ácido gálico/g 
de extrato) e flavonoides totais (1063,0 µg equivalente rutina/g de extrato), comparado ao 
extrato bruto de P. venusta obtido por percolação (EBPvp). Na concentração de 1000 µg/mL o 
EBPvm apresentou 82,5%, enquanto o EBPvp obteve 72,6% de atividade antioxidante 
sequestradora do radical livre DPPH, com efeito concentração dependente. A atividade 
antioxidante avaliada pelo teste FRAP demonstrou maior potencial redutor do extrato na 
concentração de 1000 µg/mL para EBPvm (1244,0 µM ET/g de extrato seco) comparado ao 
EBPvp (966,3 µM ET/g de extrato seco), resultados semelhantes ao teste de NO, no qual o 
EBPvm também apresentou melhor resultado comparado ao EBPvp com 5,8 e 5,5 µM/mL de 
nitrito para EBPvm e EBPvp, respectivamente. A capacidade antioxidante verificada nos testes 
ORAC-FL e inibição da hemólise oxidativa apresentou comportamento dose dependente de 
concentração. Na atividade antiglicante o EBPvm na concentração de 10 mg/mL apresentou 
68,45% de grupos amino livres, 77,00% de inibição da formação de AGEs e inibição da 
glicação da proteína por MRE. O extrato das flores de P. venusta apresentou redução da 
viabilidade celular por MTT nas maiores concentrações. Na análise das microcápsulas foi 
verificada maior eficiência de encapsulação para o EBPvm encapsulado com 5,0 gramas de 
maltodextrina, avaliada por encapsulação e liberação de compostos polifenólicos. Com os 
resultados obtidos foi possível verificar potencial antioxidante e antiglicante para o extrato das 
flores de P. venusta, possivelmente associadas ao teor de compostos polifenólicos, 
principalmente flavonoides, identificados em sua composição. Além disso, foi possível 
constatar eficácia no método de microencapsulação realizado por liofilização com 
maltodextrina. 
 
Palavras chave: AGEs; estresse oxidativo; glicação; flavonoides; polifenóis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os produtos naturais são compostos químicos, geralmente originados do metabolismo 

secundário vegetal, e que fazem parte de diferentes classes químicas, sendo responsáveis por 

diversas atividades biológicas (ZHANG et al., 2013). Neste contexto, a classe dos compostos 

fenólicos tornou-se alvo de interesse científico, devido as suas propriedades benéficas a saúde, 

pois apresentam significativa atividade antioxidante, com capacidade de reduzir os riscos de 

doenças degenerativas, cardiovasculares e câncer, além de apresentar atividade inibitória da 

glicação proteica e formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs) (WU et al., 2019).  

Os compostos antioxidantes naturais, encontrados em diferentes espécies vegetais, são 

representados principalmente por dois grupos, os ácidos fenólicos e os flavonoides, capazes de 

sequestrar e inativar os radicais livres atuando na prevenção do estresse oxidativo (SHAHIDI e 

AMBIGAIPALAN, 2015; CHANG et al., 2016). Além da ação do acúmulo de radicais livres 

no estresse oxidativo, outro processo fisiológico atua nesse desequilíbrio, proporcionada pela 

glicação de biomoléculas, uma reação não enzimática. Este processo está associado ao aumento 

da produção de compostos oxidantes altamente reativos, que promovem à formação dos AGEs, 

alterando a estrutura e funções das biomoléculas, tais como proteínas, lipídeos e ácidos 

nucleicos (KALUDERCIC e DI LISA, 2020). 

A busca de novos ativos naturais com atividade antioxidante e antiglicante tem sido cada 

vez mais alvo de pesquisas, pois diminuição e/ou eliminação do estresse oxidativo e formação 

de AGEs promovem a estabilidade fisiológica em diferentes tipos de doenças e comorbidades. 

Assim as plantas medicinais, geralmente utilizadas de forma empírica e por populações 

específicas, representam importante fonte de novos antioxidantes e antiglicantes (AHMAD e 

AHMED, 2006) e entre as diferentes espécies potencialmente antioxidante destaca-se a 

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (FERREIRA et al., 2019). 

Esta espécie pertencente à família Bignoniaceae que abrange aproximadamente 113 

gêneros e 800 espécies, constitui-se por uma liana conhecida popularmente como flor ou cipó-

de-são-joão, com ampla distribuição principalmente nas regiões sul e sudeste do Brasil 

(ROSSATTO e KOLB, 2010). Estudos fitoquímicos comprovam a presença de compostos 

polifenólicos, principalmente flavonoides, que conferem as atividades biológicas demonstradas 

por essa espécie, como atividade anti-inflamatória, antinociceptiva e anti-tumoral, além de 

estimular a melanogênese no tratamento do vitiligo (CARDOSO et al., 2009; VELOSO et al., 

2010; FIGUEIREDO et al., 2014; VELOSO et al., 2014). 
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Compostos bioativos naturais são quimicamente instáveis e suscetíveis à degradação 

oxidativa, entretanto, quando expostos a fatores ambientais e à técnica de encapsulação é uma 

tecnologia adequada para garantir a estabilidade e controlar a liberação desses compostos, 

preservando a bioatividade de diferentes compostos naturais e garantindo sua funcionalidade 

benéfica à saúde, na prevenção e tratamento de doenças (NIKMARAM et al., 2017). 

Com sua ampla aplicação, o processo de encapsulação tem atraído cada vez mais o 

interesse das indústrias farmacêuticas, alimentícia e de cosméticos (CUI et al., 2021). A 

microencapsulação é uma ferramenta cada vez mais utilizada, pois conserva a capacidade 

antioxidante e preserva a estabilidade térmica dos flavonoides, protegendo esses compostos 

sensíveis a ação extrínseca (ROSA et al., 2013). 

Existem diferentes métodos de preparação e obtenção de microcápsulas, sendo que o 

método por liofilização proporciona uma eficiente proteção dos compostos bioativos, utilizando 

principalmente a Maltodextrina como material de parede encapsulador, pois a mesma apresenta 

alta solubilidade, boa biocompatibilidade, viscosidade e segurança para o encapsulamento de 

compostos bioativos (TOLUN et al., 2016; MAR et al., 2020).  

Diante do exposto o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante, 

antiglicante e citotóxica dos extratos brutos e frações das flores de Pyrostegia venusta, assim 

como desenvolver um método de microencapsulação dos extratos utilizando maltodextrina 

como material de parede. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Coleta e preparo dos extratos vegetais 

 2.1.1 Coleta do material vegetal 

As flores de P. venusta foram coletadas de espécime de vegetação remanescente 

próximo ao campus da UNESP / Assis, SP, Brasil (22 ° 32'26''S e 50º22'31''N e 22 ° 32'18''S; 

50 ° 22'47''N) e uma cópia foi taxonomicamente identificada no Herbário do Instituto Florestal 

de Assis, São Paulo, Brasil (espécime voucher: SPSF - 40207). A coleta foi feita de forma 

sustentável e sem causar impacto ambiental à espécie coletada. 

O material vegetal (flores) coletado foi levado ao laboratório de Fitoterápicos e Produtos 

Naturais do Departamento de Biotecnologia da UNESP, onde foi selecionado e seco em estufa 

de ar forçado em temperatura média de 40 ºC, até obtenção de peso constante. Logo após, foi 

realizada a pulverização em moinho de facas para obtenção de pó fino para preparação dos 

extratos. 
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2.1.2 Preparo dos extratos brutos 

2.1.2.1 Extrato hidroetanólico por Maceração 

O extrato hidroetanólico (70%) foi preparado na proporção de 1:10 (p/v), submetido à 

agitação mecânica por um período de 24 horas em temperatura ambiente. Após esse período a 

mistura foi filtrada a vácuo, nos quais os resíduos vegetais foram extraídos novamente por duas 

vezes. Os volumes resultantes das três extrações foram reunidos e levados ao rotaevaporador 

sobre pressão reduzida, para eliminação completa do álcool. O extrato aquoso resultante foi 

congelado e posteriormente liofilizado. O extrato seco de P. venusta (EBPvm) obtido foi 

utilizado na caracterização fitoquímica e nos bioensaios. 

 

2.1.2.2 Extrato hidroetanólico por Percolação 

O extrato hidroetanólico foi obtido por percolação do pó com solução de etanol (70%). 

O pó (500 g) foi previamente intumescido com 2 litros de solução hidroetanólica durante 2 

horas em béquer. Após esse período, o percolador foi empacotado com a mistura 

(pó+etanol+água), sendo o empacotamento feito da forma mais homogênea possível, evitando 

a formação de bolhas ou buracos no conteúdo alocado dentro do percolador. A altura do 

enchimento obedeceu à proporção 5:1, referente ao volume do percolador e do material vegetal, 

em relação ao tamanho do percolador. A vazão do percolador foi entre 1-2,0 mL/min/Kg de 

material vegetal e após este período o extrato obtido foi filtrado e concentrado em 

rotaevaporador sobre pressão reduzida, para eliminação completa do álcool. O extrato aquoso 

resultante foi congelado e posteriormente liofilizado. O extrato seco de P. venusta (EBPvp) 

obtido foi utilizado na caracterização fitoquímica e nos bioensaios. 

 

2.1.2.3 Obtenção da fração flavonoídica 

O fracionamento direcionado à obtenção de fração concentrada em flavonoides, utilizou 

a metodologia proposta por Costa et al. (2011), com pequenas adaptações. O fracionamento 

direcionado foi realizado com o extrato que apresentasse maior atividade antioxidante. Para 

tanto, 2 g de extrato hidroetanólico seco de P. venusta (EBPvm) foi diluído em 300 mL de água 

destilada e, em seguida a mistura foi submetida a extração líquido-líquido com n-butanol 

(4x150 mL) resultando em 600 mL de fração n-butanólica. Após a remoção do solvente em 

rotaevaporador, a fração foi ressuspendida em metanol e eluida em coluna cromatográfica 

preenchida com sílica gel para coluna (60 mesh), na proporção de 25:25:5 (fração 

extrato:sílica:metanol; m/m/v). Em sequência, a sílica foi filtrada e os compostos adsorvidos 

extraídos com metanol (2x200 mL), resultando em 400 mL de fração enriquecida em 
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flavonoides. O metanol foi eliminado em rotaevaporador e a secagem final da fração de P. 

venusta foi realizada por liofilização. 

 

2.2 Análise fitoquímica dos extratos 

2.2.1 Determinação de polifenóis totais  

O conteúdo de polifenóis totais foi determinado com o extrato diluído em álcool etílico 

absoluto em diferentes concentrações, de acordo com o método colorimétrico de Folin-

Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965), utilizando ácido gálico como padrão de referência. 

Inicialmente foi adicionado 0,1 mL das amostras a 5 mL de água destilada e 0,5 mL do reagente 

Folin-Ciocalteau. No tubo branco foram misturados 5,1 mL de água destilada e 0,5 mL do 

reagente Folin-Ciocalteau. Os tubos com as misturas reacionais foram mantidos à temperatura 

ambiente por 3 minutos e, em seguida foi adicionado 1,4 mL de solução de carbonato de sódio 

25% e 3 mL de água destilada. A mistura foi agitada e permaneceu por 1 hora à temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. A absorbância foi mensurada a 765 nm em espectrofotômetro UV-

visível e o teor de polifenóis totais foi determinado a partir de uma curva de calibração de ácido 

gálico e expressos como mg equivalente de ácido gálico (EAG) por grama de extrato seco. As 

análises foram realizadas em triplicada. 

 

2.2.2 Determinação de flavonoides totais  

Os flavonoides totais foram mensurados pelo método de ensaio colorimétrico (CHRIST 

e MUELLER, 1960). Foi misturado 1 mL das amostras de extrato diluído em álcool etílico 

absoluto em diferentes concentrações, com 4 mL de etanol a 70% e 0,5 mL de solução de 

NaNO2 a 5%. Após 6 minutos foram adicionados 0,5 mL de solução AlCl3 a 10%; 3 mL de 

solução NaOH 1M e 1 mL de água destilada. A mistura foi agitada e incubada por 15 minutos 

a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo submetida posteriormente à leitura em 

espectrofotômetro UV-visível a um comprimento de onda de 510 nm. Os flavonoides foram 

calculados a partir da curva de calibração de rutina e expressos como mg equivalente rutina 

(ER) por grama de extrato seco. As análises foram realizadas em triplicada. 

 

2.2.3 Análise qualitativa por Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDc)  

A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDc) foi realizada como método 

qualitativo para a avaliação de flavonoides. Nesta análise foram utilizados os extratos brutos na 

concentração de 10 mg/mL dissolvidos em metanol. As cromatografias foram desenvolvidas 

em cromatofolha sílica gel 60 GF254 (Merck®) e como fase móvel para a visualização de 
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flavonoides foram utilizados clorofórmio:metanol:água (75:23:12 v/v/v). Para a visualização 

de flavonoides foi borrifada uma solução de 2-aminoetil difenilborinato (1,0% p/v) em metanol, 

seguido por uma solução de polietilenoglicol 400 (5% p/v) em metanol (WAGNER; BLADT; 

ZGAINSKI, 1984). As placas foram visualizadas sob luz UV366 e fotografadas. 

 

2.3 Análise em HPLC/MS  

O “fingerprint” do EBPvm foi analisado usando HPLC-ESI-IT-MS (Accela High Speed 

LC da Thermo Scientific®, acoplado a um Accela Thermo Scientific® LCQ Fleet com Ion Trap 

3D e ionização por eletropulverização (Coluna Phenomenex® Luna C18 (2)). As condições 

para HPLC foram em uma coluna de 250 mm x 4,6 mm x 5 µm; uma fase móvel com água 

ultra-pura + ácido fórmico 0,1% (A) e metanol + ácido fórmico 0,1 % (B); um gradiente de 

25% de A a 100% de B em 80 min; um volume de injeção de 20,0 μL; uma temperatura de 

coluna de 25 ºC; uma razão de fluxo de 0,8 mL/min-, λ = 254 nm FIA-ESI-IT-MSn realizado 

no modo negativo. 

 

2.4 Avaliação da atividade antioxidante  

2.4.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPH 

Para a avaliação da capacidade antioxidante no sequestro do radical livre DPPH foi 

utilizada a metodologia descrita por Blois (1958) com modificações. Uma mistura reacional 

contendo 1 mL de tampão acetato (100 mM, pH 5,5), 1,25 mL de etanol absoluto, 250 µL de 

solução etanólica de DPPH (500 µM) e 50 µL dos extratos diluídos em álcool etílico absoluto 

em diferentes concentrações foi agitada em vórtex e permaneceu em repouso por um período 

de 30 minutos, em ambiente de pouca luminosidade. O DPPH apresenta máxima absorbância à 

517 nm, que decresce na presença de moléculas doadoras de H+, indicado pela mudança da 

coloração roxa para amarelo. As absorbâncias foram determinadas em espectrofotômetro UV-

visível a 517 nm. A atividade sequestradora do radical DPPH foi expressa em porcentagem 

sendo calculada de acordo com a seguinte equação: Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole–

Aamostra)/Acontrole] x 100. Onde, Acontrole é a absorbância do controle (contendo tudo exceto a 

amostra) e Aamostra é a absorbância da mistura reacional com a amostra após 30 minutos. O ácido 

gálico foi utilizado como controle positivo. Para o cálculo do EC50 foi plotado o gráfico da 

porcentagem de atividade antioxidante pela concentração de extrato em μg/mL e realizada a 

regressão linear onde foi obtido a equação da reta (y= 23,771x - 11,835 e R2= 0,9852) para o 

cálculo do EC50. As análises foram realizadas em triplicada. 
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 2.4.2 Potencial redutor de ferro (FRAP) 

 Para a determinação da capacidade antioxidante por meio do teste Ferric Reducing 

Antioxidant Power (FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), 

baseada na capacidade do composto antioxidante em reduzir o Fe (III) em Fe (II). No escuro o 

reagente FRAP foi preparado com 25 mL de tampão acetato (300 mM, pH 3,6); 2,5 mL de 

TPTZ (10 mM) em solução de HCl (40 mM) e 2,5 mL de FeCl3 (20 mM). Foram misturados 

90 μL das amostras diluídas em álcool etílico absoluto em diferentes concentrações, com 270 

μL de água destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Em seguida, foram agitados em vórtex e 

mantidos em banho-maria por 30 minutos a 37 °C. Depois de resfriadas, as amostras foram 

lidas a 595 nm em espectrofotômetro UV-visível. Uma curva de calibração padrão foi 

construída utilizando-se Trolox e os resultados foram expressos em μM equivalente de Trolox 

(ET) por g de extrato seco. As análises foram realizadas em triplicada. 

 

 2.4.3 Atividade sequestradora de óxido nítrico (NO) 

 Para a avaliação da capacidade sequestradora de NO foi utilizada a metodologia descrita 

por Marcocci et al. (1994) com modificações. O NO foi gerado por decomposição espontânea 

de nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão fosfato salino (PBS) e quantificado pela reação 

colorimétrica de Griess, onde ocorre a formação de um cromóforo róseo durante a diazotação 

do nitrito com a sulfanilamida e subsequente complexação com o naftiletilenodiamino (GREEN 

et al., 1982). Uma mistura reacional contendo 320 µL de solução dos extratos diluídos em 

diferentes concentrações, 360 µL NPS (25 mM/PBS, pH 7,4) e 215 µL de reagente de Griess 

foi adicionada em tubos de ensaio e incubada em banho-maria 37 °C por 2 horas, na ausência 

de luz. A absorbância do teste foi determinada em espectrofotômetro a 540 nm. Os resultados 

obtidos foram colocados em uma equação da reta, obtida pela regressão linear de uma curva de 

calibração de nitrito de sódio, gerada sob as mesmas condições do teste e os resultados 

expressos em quantidade de nitrito formado (µM/mL). As análises foram realizadas em 

triplicada. 

  

 2.4.4 Capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC-FL) 

 O ensaio ORAC-FL foi realizado como previamente descrito por Dávalos et al. (2004), 

no qual radicais peroxil foram gerados pela decomposição do AAPH a 37 ºC. A fluoresceína 

foi utilizada como sonda fluorescente, onde a perda da fluorescência indica dano a fluoresceína 

pela reação com radicais peroxil. Para o volume final de 200 µL, para cada amostra (trolox, 

amostras) foram adicionados 130 µL de fluoresceína 100 nM (concentração final de 65 nM), 
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20 µL da amostra/trolox (concentração final de 10 µM) e 50 µL de AAPH 80 mM (concentração 

final de 20 mM), utilizando microplacas para análise de fluorescência. As medidas foram 

realizadas no fluorímetro adaptado para microplacas (Synergy H1 Hybrid Reader, Biotek, 

Winooski, VT, USA) em λex = 470 nm e λem = 520 nm, 37 °C, em intervalos de 5 minutos por 

2 h. A sensibilidade do equipamento foi ajustada para 100. Os cálculos foram realizados 

utilizando seguinte equação: ORAC = (área da curva da amostra -  área da curva do controle) 

× (mols de trolox)/(área da curva do trolox - área da curva do controle) × (mols da amostra).  

Os resultados foram expressos em micromols de trolox/mg de extrato. A análise de 

fluorescência foi reaizada sob a supervisão do professor Dr. Valdecir Farias Ximenes, no 

Laboratório de Eletroquímica, na Faculdade de Ciência e Letras da UNESP – Campus Bauru. 

As análises foram realizadas em triplicada. 

 

 2.4.5 Inibição de hemólise oxidativa em eritrócitos humanos 

2.4.5.1 Obtenção de eritrócitos 

Todos os procedimentos realizados neste protocolo de estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista - UNESP - Campus Assis/SP 

(Processo nº 833.386, aprovado em 16/09/2014). O sangue foi coletado em tubos com EDTA 

de um voluntário sadio por punção venosa. Logo após o mesmo foi centrifugado a 2500 rpm/ 5 

minutos a temperatura ambiente, para obtenção da fração correspondente aos eritrócitos. Os 

eritrócitos foram lavados três vezes em solução tampão PBS (pH 7,2) por meio do processo de 

centrifugação (2500 rpm/ 5 minutos). Posteriormente foi preparada a diluição para a obtenção 

da suspensão de eritrócitos a 10% em tampão PBS. 

 

2.4.5.2 Ensaio de hemólise oxidativa 

Para o ensaio de hemólise oxidativa foi utilizado o método descrito por Yang et al. 

(2006) e Banerjee et al. (2008), com modificações. Uma suspensão de eritrócitos a 10% foi 

incubada com AAPH (50 mM) na presença ou ausência dos extratos em diferentes 

concentrações por 6 horas, em banho-maria a 37 ºC. A cada 60 minutos alíquotas de 400 µL 

foram retiradas, transferidas para tubos eppendorf, centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos, 

seguido de leitura espectrofotométrica do sobrenadante. A hemólise foi determinada pela leitura 

da absorbância de hemoglobina a 540 nm e calculada de acordo com a equação: Hemólise (%)= 

[(Aamostra–Acontrole negativo)/Acontrole positivo–Acontrole negativo] x 100. Onde, Aamostra é a absorbância do 

teste na presença do extrato; Acontrole positivo é a absorbância do controle positivo (suspensão de 

eritrócitos 10% + AAPH 50 mM) e representa 100% de hemólise e Acontrole negativo é a 



43 
 

absorbância do controle negativo (suspensão de eritrócitos 10% + tampão PBS) e representa 

ausência de hemólise. Os resultados foram expressos em porcentagem de hemólise. As análises 

foram realizadas em triplicada. 

 

2.5 Determinação da atividade antiglicante 

2.5.1 Preparo da mistura reacional de glicação 

Para a avaliação da atividade antiglicante foram preparadas misturas reacionais de 

glicação. Em tubos de ensaio com tampa, foram adicionados BSA (2 mg/mL) em tampão 

fosfato PBS (10 mM / pH 8,0) e Ribose (1M) na presença ou na ausência dos extratos (10 

mg/mL) e controle cloridrato de aminoguanidina (40 Mm) e conservante azida de sódio 0,02%.  

Para o teste de determinação de grupo amino livres uma alíquota da reação foi incubada 

em banho-maria 60 °C/30 minutos e após esse período, dialisadas no mesmo tampão por 24h e 

congeladas até análise. Para a análise de fluorescência de AGEs e mobilidade relativa em 

eletroforese, foram incubadas alíquotas em estufa 37 °C por 7 dias (MRE) e 15 dias (AGEs), 

sem diálise. 

 

 2.5.2 Determinação de grupos de aminas livres 

Os grupos de aminas livres das amostras glicadas foram determinados pelo método de 

ortoftaldialdeído (OPA) (LEDESMA-OSUNA et al., 2008). O reagente OPA foi preparado com 

25 mL de borato de sódio 0,1 M; 2,5 mL de SDS a 20%; 100 µL de 2-mercaptoetanol; 40 mg 

de OPA (dissolvidos em 1 mL de metanol) e ajustado a um volume de 50 mL com água 

destilada. Uma alíquota de cada amostra, depois de aquecidas, e dialisadas por 24 horas 

contendo 50 μg de proteína foi misturada com 200 µL de reagente OPA, incubada durante 2 

minutos em microplacas à temperatura 37 °C. Em seguida, mensurou-se a fluorescência das 

reações, sob a supervisão do professor Dr. Valdecir Farias Ximenes, no Laboratório de 

Eletroquímica, na Faculdade de Ciência e Letras da UNESP – Campus Bauru. As análises foram 

realizadas em triplicada. 

 

2.5.3 Inibição da formação de AGEs por fluorescência 

A mistura reacional foi incubada em estufa a 37 ºC por 15 dias. A formação de AGEs 

foi determinada pela medida de suas características fluorescentes utilizando a excitação e 

emissão máxima de 360 e 460 nm, respectivamente, em espectrofluorímetro, sob a supervisão 

do professor Dr. Valdecir Farias Ximenes, no Laboratório de Eletroquímica, na Faculdade de 
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Ciência e Letras da UNESP – Campus Bauru. A leitura foi realizada em duplicata e os 

resultados expressos por porcentagem de inibição de formação de AGEs. 

 

2.5.4 Mobilidade relativa em eletroforese (MRE) 

Alíquotas de 15μL das reações de glicação foram analisadas utilizando-se eletroforese 

em gel de poliacrilamida 12% (PAGE), corrente inicial de 30 mA e voltagem 80V e após sair 

do gel de empacotamento, com corrente 60 mA e voltagem 100V, por aproximadamente 3 

horas. As amostras foram carregadas sem desnaturação e após a separação, as bandas de 

proteína foram visualizadas por coloração do gel com Coomassie-Blue (R-250). As alterações 

na posição e migração das bandas de BSA foram comparadas (WIJETUNGE e PERERA, 

2014). 

 

2.6 Microencapsulação de extrato de P. venusta (EBPvm) 

2.6.1 Microencapsulação utilizando Maltodextrina 

A metodologia utilizada na microencapsulação do extrato padronizado e enriquecido 

contendo o extrato de P. venusta foi realizada de acordo com a proposta por Sousdaleff et al. 

(2013) com adaptações laboratoriais. Foram preparadas soluções contendo 0,1 g de extrato 

dissolvido em 5 mL de etanol. Em seguida, foram pesadas as quantidades de 5, 10 e 20 g de 

maltodextrina DE20 (MDE20), dissolvida em 80 mL de água destilada a 60 ºC. Após a 

dissolução completa da maltodextrina, a solução foi resfriada a temperatura ambiente, sendo 

adicionada a solução contendo o extrato. A solução foi agitada separadamente em agitador 

mecânico por um período de 30 minutos a 2500 rpm. Após o período de agitação, a solução 

contendo as microcápsulas foi concentrada em rotaevaporador. Cada uma das soluções, obtidas 

com as respectivas proporções, de ambos os extratos, foi previamente congelada e submetida a 

processo de secagem em liofilizador. Após o período de secagem, obteve-se um pó seco e fino, 

por meio de moagem do liofilizado. Os pós de maltodextrina com as microcápsulas foram 

avaliados por meio dos testes de determinação de polifenóis e flavonoides totais e avaliação 

antioxidante da atividade sequestradora do radical livre DPPH e FRAP e as análises foram 

realizadas em triplicada. 

 

2.6.2 Avaliação das microcápsulas 

2.6.2.1 Ruptura e liberação 

Para a liberação dos ativos das microcápsulas produzidas com MDE20, sua estrutura de 

revestimento foi completamente rompida de acordo com método proposto por Robert et al. 
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(2010), com adaptações. As microcápsulas foram dispersas em 1 mL de solução de etanol, ácido 

acético e água (50:8:42 v/v/v). Esta dispersão foi agitada utilizando-se o vórtex por 1 minuto e, 

em seguida, sonicada com frequência de 50Hz, duas vezes por 20 minutos, com intervalo de 5 

minutos. O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 G durante 5 minutos e, em seguida, filtrado 

em filtro Millipore (0,45 µm). As soluções resultantes da liberação das microcápsulas foram 

avaliadas por meio dos testes de determinação de polifenóis e avaliação antioxidante da 

atividade sequestradora do radical livre DPPH. 

 

 2.6.2.2 Eficiência de encapsulação 

Foi considerada como eficiência de encapsulação a relação existente entre a quantidade 

de compostos fenólicos não encapsulados, presentes na superfície das micropartículas, e o total 

de compostos fenólicos microencapsulado (ROBERT et al., 2010). O experimento para 

determinar a eficiência da encapsulação foi dividido em duas partes, sendo a primeira a de 

extração dos compostos fenólicos que não foram microencapsulados, e a segunda, após a 

ruptura e liberação das micropartículas, para quantificação dos compostos fenólicos nelas 

contidos. A eficiência de encapsulação foi calculada utilizando-se a seguinte equação: 

Eficiência de encapsulação (%) = (FR-FE) / FN x 100, onde FN (polifenóis totais após a 

ruptura) é a quantidade de compostos polifenólicos de uma quantidade conhecida de 

microcápsulas e FE (compostos polifenólicos da superfície) é a quantidade de compostos 

fenólicos contida na mesma quantidade de microcápsulas. 

 

2.6.2.3 Caracterização morfológica de microcápsulas 

A morfologia das microcápsulas obtidas por liofilização foi observada por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (SEM) [Marca JEOL, modelo JSM-7500F, com software operacional 

PC-SEM v. 2.1.0.3 equipado com detectores de elétrons secundários, retroespalhamento e 

análise química (espectroscopia de energia dispersiva - EDS) da Thermo Scientific, modelo 

Ultra Dry, com software operacional NSS 2.3]. As microcápsulas foram fixadas em fita adesiva 

condutora de cobre e, a seguir, revestidas com ouro. As observações foram feitas usando SEM 

a tensão de aceleração de 10 kV (ROSENBERG et al., 1985; DEWI et al., 2016). 

 

2.7 Análise citotóxica por método de MTT 

Amostra do EBPvm  foi acondicionada em eppendorfs com 20 mg, sendo armazenado 

em solução estoque de 20 mg/mL em PBS e a partir dessa, foram realizadas diluições seriadas 

para que fossem obtidas as seguintes concentrações finais do extrato: 1 mg/mL extrato; 0,5 
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mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,0625 mg/mL; 0,03125 mg/mL; 0,015625 mg/mL. No 

primeiro dia as células foram semeadas com a linha celular humana HFF1 (fibroblastos), 

aproximadamente 0,5 x104 células / poço em 200 μL de meio / poço (3 ensaios) e 1x104 células 

/ poço em 200 μL de meio / poço. O meio utilizado foi DMEM 15% FBS + 1% L-Glutamina 

contendo penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). No quarto dia, foi realizado o 

tratamento, onde as células foram plaqueadas (0,5x104) e mantidas em cultivo por 72 horas até 

atingir a confluência adequada, após o qual foram tratadas. O ensaio que apresentou densidade 

celular de 1x104 recebeu o tratamento após 48 horas. No sexto dia, no fluxo laminar, foram 

adicionados 20 μL da solução de MTT (5 mg/mL) e deixados por 4 horas na estufa ao abrigo 

da luz. Após 4 horas, todo o conteúdo foi removido de cada poço, 200 μL de DMSO foram 

adicionados e o leitor Tecan Sunrise foi lido em um comprimento de onda de 492 nm. Os 

valores foram gerados pelo programa Magellan e analisados pelo programa Prism. A análise 

foi realizada com os valores subtraídos do branco (sem extrato e sem célula) e do branco-extrato 

(com extrato e sem célula). Esta análise foi reaizada em colaboração com o professor Dr. Luis 

Eduardo M. Quintas, no Laboratory of Biochemical and Molecular Pharmacology, no Institute 

of Biomedical Sciences da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

 

2.8 Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram avaliados por meio da Análise de Variância (ANOVA), 

seguida pelo teste de Tukey como post hoc teste.O nível de significência foi estabelecido para 

p<0,05 (Software BioEstat 5.3). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Determinação de polifenóis e flavonoides totais  

 Para avaliação da composição fitoquímica do extrato de P. venusta foram determinados 

os compostos polifenólicos e flavonoides totais, na concentração de 10 mg/mL dos extratos 

preparados por maceração e percolação (Tabela 1). O extrato obtido por maceração apresentou 

maior presença de compostos polifenólicos e flavonoides totais. Na análise de polifenóis foram 

identificados nos EBPvm e EBPvp a presença de 1060,4 µg/mL e 481,9 µg/mL equivalente a 

ácido gálico por grama de extrato seco, respectivamente e, para flavonoides totais foram de 

1063,00 µg/mL e 975,2 μg/mL equivalente a rutina por grama de extrato seco, respectivamente. 
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Tabela 1. Avaliação de compostos polifenólicos e flavonoides totais dos extratos brutos 

hidroetanólicos (EBPvm e EBPvp) de flores de P. venusta. 

Extrato Concentração (mg/mL) Polifenóis totais1  Flavonoides totais2  

EBPvm 
10 

1060,4 ± 24,4 1063,0 ± 7,7 

EBPvp 481,9 ± 14,7 975,2 ± 18,5 

EBPvm= Extrato bruto de P. venusta por maceração, EBPvp= Extrato bruto de P. venusta por 
percolação. 1µg equivalente ácido gálico/g de extrato. 2µg equivalente rutina/g de extrato. 
 

Os resultados obtidos nos testes de determinação de polifenóis e flavonoides totais 

observados para os diferentes extratos das flores de P. venusta são semelhantes aos encontrados 

por Figueiredo et al. (2014) e Moreira et al. (2015), onde ficou evidenciado presença de 

flavonoides nos extratos obtidos de flores desta espécie. 

 

3.2 Análise qualitativa por Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDc) 

No cromatograma em CCDc revelado com o reagente NP/PEG submetido à luz 

ultravioleta, foram aplicadas e eluídas as amostras dos extratos brutos hidroetanólicos, obtidos 

por maceração (EBPvm = P1) e percolação e (EBPvp = P2) de flores de P. venusta, e os padrões: 

ácido gálico, quercetina e rutina. A análise em CCDc resultou em um perfil bandas definidas, 

no entanto diferindo dos padrões em cor (Figura 1). Os valores de Rfs obtidos nos padrões ácido 

gálico e quercetina foram de 0,24 e 0,67 cm respectivamente e, para o padrão rutina o Rf foi de 

0,13. É possível observar em ambos extratos de P. venusta os Rfs se aproximam de 0,24 cm, 

valores estes iguais ao encontrado no padrão ácido gálico.  

 

 

Figura 1. Cromatograma dos padrões Ácido Gálico (AG), Quercetina (Q), Rutina (R), extratos 
brutos hidroetanólicos de flores de P. venusta (EBPvm = P1; EBPvp = P2), com sistema eluente 
clorofórmio-metanol-água (75:23:2) e revelador NP/PEG, para identificação de compostos 
flavonoídicos. Identificação das zonas cromatográficas com seus respectivos valores de Rf 
(cm). 
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Pesquisas realizada por Moreira et al. (2015) demonstraram a presença de compostos 

fenólicos na espécie P. venusta. Nos diferentes extratos avaliados neste estudo verifica-se 

similaridade entre o Rf do padrão ácido gálico (0,24) com os extratos brutos de P. venusta, 

porém as colorações diferem entre si e, de acordo com Wagner e Bladt (2001) a coloração 

amarela sugere glicosídeos de flavonóis. 

 

3.3 Análise fitoquímica por HPLC-PDA 

A análise do cromatograma HPLC-PDA de EBPvm (Figura 2) mostrou dois picos 

principais em 4,11 min e 31,37 min. Com base nos valores m/z, espectros de UV e comparação 

com a literatura (ROY et al., 2011), foi identificado que o pico 2 é correspondente ao ácido 

quínico e o pico 3 ao diglicosideo flavonoide. Além disso, o pico 1 é um derivado de mio-

inositol (3) (Tabela 2). 

 

 

Figura 2. Cromatograma analítico de HPLC-PDA a 254 nm de EBPvm. 
 

Tabela 2.  Identificação e sugestão de compostos de EBPvm por dados de LC-PDA, LC-MS e 

MS/MS. 

Pico Rt(min) UV (λmáx.) [M-H]- MS/MS ions Compostos sugeridos 

1 3.71 257 179 225, 195 derivado de mio-inositol 

2 4.11 269 191 173, 127, 85 ácido quínico 

3 31.37 331, 249 623 461 flavonoide diglicosídeo 

 

A análise fitoquímica por HPLC-PAD do EBPvm, nas condições cromatográficas 

realizadas, indicou a provável presença de ácido quínico, um flavonoide diglicosideo e mio-

inositol. Da mesma forma, Roy et al. (2011) identificaram essas mesmas classes de compostos 
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em extratos de flores e raízes de P. venusta, e também confirmaram o potencial antioxidante 

desses compostos. 

 

3.4 Avaliação da atividade antioxidante 

3.4.1 Avaliação da atividade antioxidante pelos testes de DPPH, FRAP e NO  

As avaliações da atividade antioxidante dos EBPvm (Tabela 3) e EBPvp (Tabela 4) 

foram realizadas pelos testes de DPPH, FRAP e NO. Na análise pelo método de sequestro do 

radical DPPH- o EBPvm na concentração de 1000 µg/mL apresentou a maior atividade 

antioxidante, com valor de 82,5%. Semelhantemente o EBPvp também apresentou maior 

atividade para a concentração de 1000 µg/mL (72,6%).  Os valores de ambos os extratos na 

concentração de 1000 µg/mL não diferiram significativamente em comparação ao controle 

positivo (ácido gálico= 87,0%) e apresentaram um perfil concentração dependente. Os valores 

de EC50 obtidos foram de 2,6 para EBPvm e de 3,49 para EBPvp. 

Na análise do potencial redutor de ferro pelo método FRAP, o EBPvm apresentou o 

melhor resultado na concentração de 1000 µg/mL com 1244,0 µM ET/g de extrato seco, sendo 

que o EBPvp na mesma concentração apresentou 966,3 µM ET/g de extrato seco. Para o método 

do sequestro do óxido nítrico (NO) a concentração de 100 µg/mL apresentou os melhores 

resultados, com 5,8 e 5,5 µM/mL de nitrito, para EBPvm e EBPvp, respectivamente. 

 

Tabela 3. Atividade antioxidante do EBPvm e controle positivo Ácido Gálico e Trolox, por 

meio dos testes de DPPH, FRAP e NO 

Extrato 
Concentração 

(µg/mL) 
DPPH1 FRAP2 NO3 

EBPvm 

 

100 9,0 ± 1,6a 107,1 ± 3,1a 5,8 ± 0,4a 

250 37,9 ± 2,8b 338,7 ± 11,9b 7,1 ± 0,5b 

500 63,5 ± 3,3c 688,4 ± 7,0c 12,2 ± 1,1c 

750 79,7 ± 1,4d 909,3 ± 10,6d - 

1000 82,5 ± 0,2d 1244,0 ± 38,3e 18,0 ± 0,9c 

     

Ácido gálico 100 87,0 ± 0,2d -  

Trolox 1000 - - 8,0 ± 0,0b 

EBPvm= Extrato bruto de P. venusta por maceração. 1%Atividade Antioxidante, 2μM 
equivalente trolox/g de extrato, 3nitrito (µM/mL). Teste Tukey (valores expressos como média 
±desvio padrão). Letras diferentes (p<0,05). 
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Tabela 4. Atividade antioxidante do EBPvp e controle positivo Ácido Gálico e Trolox, por 

meio dos testes de DPPH, FRAP e NO 

Extrato 
Concentração 

(µg/mL) 
DPPH1 FRAP2 NO3 

EBPvp  

100 6,7 ± 1,3a 94,8 ± 1,7a 5,5 ± 0,2a 

250 31,9 ± 1,0b 198,2 ± 8,0b 7,7 ± 0,3b 

500 33,3 ± 3,8b 491,8 ± 11,1c 12,0 ± 0,1c 

750 57,3 ± 2,3c 717,2 ± 9,5d - 

1000 72,6 ± 1,7d 966,3 ± 26,1e 20,3 ± 0,5d 

     

Ácido gálico 100 87,0 ± 0,2d -  

Trolox 1000 - - 8,0 ± 0,0b 

EBPvp= Extrato bruto de P. venusta por percolação. 1%Atividade Antioxidante, 2μM 
equivalente trolox/g de extrato, 3nitrito (µM/mL). Teste Tukey (valores expressos como média 
±desvio padrão). Letras diferentes (p<0,05). 
 

 Os resultados da atividade antioxidante obtidas neste estudo estão de acordo com 

aqueles observados por Pereira et al. (2014), os quais demonstraram que o extrato bruto de P. 

venusta provou ser um agente antioxidante promissor, pois foi capaz de reduzir DPPH tão 

efetivamente quanto a rutina, utilizada como controle positivo no ensaio. Quanto aos resultados 

de EC50, um extrato que apresenta alto potencial em sequestrar radicais livres, possui baixo 

valor de EC50, ou seja, inibe a oxidação do radical em 50%, conforme Roesler et al. (2007) e, 

neste estudo, foi possível comprovar por meio dessa análise os potenciais antioxidantes dos 

extratos. 

A atividade antioxidante avaliada pelo teste FRAP demonstrou maior potencial redutor 

dos extratos na concentração de 1000 µg/mL. Os resultados encontrados com P. venusta são 

semelhantes aos observados por Roy et al. (2012), onde foi verificado que extratos metanólicos 

de P. venusta apresentaram atividade antioxidante in vitro pelo potencial redutor de ferro 

(FRAP). 

Os resultados obtidos pelo teste de sequestro de óxido nítrico (NO) demonstraram que 

os extratos na concentração de 100 µg/mL apresentaram capacidade de inibir a formação de 

nitrito. De acordo com Dalgê (2014) existem poucos dados na literatura que avaliam a inibição 

de NO por extratos vegetais e, o autor afirma ainda que essa inibição não é dose-dependente, 

assim como pode ser observado nos resultados do presente estudo. 
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3.4.2 Seleção do extrato de flores de P.venusta com maior atividade antioxidante 

 Após os testes antioxidantes o EBPvm foi selecionado para a avalição do potencial 

antioxidante pelo método de ORAC-FL e hemólise oxidativa, atividade antiglicante, 

desenvolvimento do método de microencapsulação do extrato por maltodextrina e 

fracionamento direcionado para obtenção de fração flavonoídica  

  

 3.4.3 Avaliação da atividade antioxidante pelo método de ORAC-FL 

 A capacidade de absorção do radical oxigênio gerado pela decomposição do AAPH a 

37 ºC pode ser comparado entre o padrão Trolox e o EBPvm, em duas diferentes concentrações. 

A Figura 3 apresenta a curva de decaimento da perda da fluorescência, que apresenta o dano 

causado à fluoresceína pela reação com radicais peroxil, comprovando o potencial antioxidante 

desse extrato, pois comparado ao controle Trolox, a intensidade de fluorescência permaneceu 

por mais tempo, na concentração de 100 µg/mL. 

 

 

Figura 3. Curva cinética do ensaio ORAC-FL na presença de EBPvm. 
 

 A atividade antioxidante do extrato de flores de P. venusta pelo método ORAC foi 

relado pela primeira vez no presente estudo, não podendo ser comparado com a literatura atual. 

Gonçalves (2008) demonstrou que existe uma correlação positiva entre a capacidade 

antioxidante pelo método ORAC com a constituição de compostos fenólicos dos extratos 

vegetais. Assim como foi comprovada a presença destes compostos no presente estudo. 
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3.4.4 Avaliação da atividade antioxidante pelo método de inibição de hemólise oxidativa 

em eritrócitos humanos 

Na Figura 4 é possível verificar os resultados da atividade anti-hemolítica do extrato de 

P. venusta em diferentes concentrações. O EBPvm apresentou capacidade antioxidante ao inibir 

a hemólise induzida pelo AAPH e apresentou comportamento concentração dependente.  

 

 

Figura 4. Atividade antioxidante pelo método de inibição de hemólise do EBPvm durante 6 
horas de incubação e mensurada a 540 nm em espectrofotômetro. Resultados expressos em 
média de porcentagem de hemólise. 
 

 A capacidade anti-hemolítica apresentada para EBPvm é corroborada por Erlejman et 

al. (2004), seja pela estrutura quanto pela atividade desempenhada pelos flavonoides, onde a 

atividade antioxidante está diretamente relacionada ao número e localização de hidroxilas 

presentes em sua cadeia principal, o que confere maior atividade antioxidante. Kitagawa et al. 

(2004) comprovaram que o flavonoide quercetina e seus glicosídeos foram capazes de retardar 

a hemólise com efeito dose-dependente, em eritrócitos bovinos na presença de AAPH. No 

entanto está metodologia de avaliação da atividade antioxidante por via anti-hemolítica, 

promovida por extrato ou compostos ativos de P. venusta, não apresenta dados na literatura 

científica para fim de comparação.   
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3.5 Avaliação da atividade antiglicante 

 3.5.1 Determinação de grupos de aminas livres e inibição da formação de AGEs por 

fluorescência 

 Para a determinação de grupos amino livres, o BSA foi associado à ribose e tratado com 

aminoguanidina ou EBPvm. O BSA tratado com EBPvm em solução na concentração de 10 

mg/mL apresentou 68,45% de grupos amino livres. Este valor foi superior ao BSA tratado com 

aminoguanidina, que resultou em 22,57% de grupos amino livres. 

 Na determinação da inibição da formação de AGEs, o tratamento de BSA com EBPvm 

na concentração de 10 mg/mL resultou 77,00% de inibição da formação de AGEs, porém este 

valor não diferiu significativamente quando comparado ao tratamento com aminoguanidiona 

que apresentou 77,80% de inibição da formação de AGEs. 

  

3.5.2 Mobilidade relativa em eletroforese (MRE) 

Na Figura 5 estão apresentados os perfis eletroforéticos do BSA glicado com Ribose e 

tratado com EBPvm ou o antiglicante da aminoguanidina. É possível observar que o EBPVm 

apresentou atividade antiglicante mantendo perfil eletroforético semelhante ao BSA padrão e 

em comparação com o perfil do BSA glicado com ribose, onde é nítida a degradação da 

proteína.  

 

Figura 5. Teste de mobilidade relativa em eletroforese para avaliação da capacidade 
antiglicante. 1= BSA, 2= BSA+Ribose, 3= BSA+Ribose+Aminoguanidina, 4= 
BSA+Ribose+EBPvm. Onde BSA=Albumina sérica bovina. 
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Os resultados evidenciam que a glicação foi inibida pelo tratamento com o extrato, por 

meio dos métodos de determinação de grupos de aminas livres, inibição da formação de AGEs 

e MRE. Os efeitos de plantas medicinais sobre a formação de AGEs in vitro têm inibido sua 

formação e o processo de glicação avançada, conforme estudo realizado por Harris et al. (2011). 

A atividade antioxidante está relacionada a capacidade antiglicante de compostos 

naturais, capazes de inibir a formação de AGEs, mecanismo que se deve a proteção exercida 

pelos antioxidantes aos radicais livres derivados da glicação, enquanto os quelantes evitam a 

auto-oxidação da glicose e dos produtos de Amadori, removendo os metais de transição 

(NAKAGAWA et al., 2002). Compostos que apresentam capacidade antioxidante e 

antiglicante, além de prevenirem a formação de AGEs, ainda são capazes de reduzir a 

toxicidade promovida pelos radicais livres no organismo, como afirmam Ahmad e Ahmed 

(2006). 

 

3.6 Avaliação da microencapsulação do extrato de P. venusta 

 3.6.1 Determinação de polifenóis e avaliação da atividade antioxidante por DPPH 

Na Tabela 5 estão expressos os resultados do teor de compostos polifenólicos do EBPvm 

encapsulados antes e após a liberação das microcápsulas. Foi possível constatar que os extratos 

encapsulados demonstraram baixa ou ausência de compostos polifenólicos no produto da 

encapsulação, enquanto após processo de liberação as microcápsulas, a solução apresentou 

considerável aumento da concentração de polifenóis, o que revela a eficácia do método de 

encapsulação, com destaque para a encapsulação realizada com os EBPvm em 5,0 gramas de 

maltodextrina. Os resultados do presente estudo corroboram com Pang et al. (2014), que 

demonstraram que os compostos fenólicos do extrato de Orthosiphon stamineus foram 

preservados com a microencapsulação em maltodextrina, utilizando a técnica de spray dryer. 

GUO et al. (2020) em estudo comparativo dos métodos de microencapsulação por spray drying 

e liofilização, constataram a eficiência do método de microencapsulação de curcumina por 

liofilização, no qual o composto manteve estabilidade. 

Na Tabela 6 estão demonstrados os resultados do potencial de atividade antioxidante 

pelo teste de DPPH, do EBPvm encapsulado e após sua liberação. É possível constatar que a 

atividade antioxidante do extrato após a liberação dos compostos foi maior comparado a antes 

liberação. A concentração 5 gramas de maltodextrina apresentou a maior atividade 

antioxidante, com valor de 90,5%. É possível observar que a atividade antioxidante das 

microcápsulas foi menor com o aumento na concentração de maltodextrina, corroborando com 

Mishra et al. (2014). 



55 
 

Tabela 5. Avaliação da encapsulação do EBPvm, obtida por meio da dosagem dos compostos 

polifenólicos totais encapsulado e após a liberação das microcápsulas, em diferentes diluições 

de maltodextrina 

EBPvm 

(200 µg/mL) + MDE20 (g) 

Polifenóis totais1 

Encapsulado Liberado 

0,1 + 5 8,7 ± 1,52 366,3 ± 9,0 

0,1 + 10  0 ± 0 145,9 ± 9,4 

0,1 + 20  0 ± 0 87,81 ± 0,6 

   

0 + 10 - 0 

EBPvm= Extrato bruto de P. venusta por maceração. 1µg equivalente rutina. 
 

Tabela 6. Determinação da atividade antioxidante por meio do sequestro do radical livre DPPH 

do EBPvm encapsulado e após a liberação das microcápsulas 

EBPvm 

(200 µg/mL) + MDE20 (g) 

DPPH1 

Encapsulado  Liberado 

0,1 + 5,0 2,6 ± 1,0 90,5 ± 0,2 

0,1 + 10,0 1,5 ± 0,2 89,5 ± 0,2 

0,1 + 20,0 0,1 ± 0,1 66,7 ± 1,8 

   

0 + 10,0 - 0 

   

Ácido gálico* (100 µg/mL) 87,0±0,2  

EBPvm= Extrato bruto de P. venusta por maceração. 1%Atividade antioxidante. Valores 
apresentados como média±desvio padrão. *Padrão utilizado como referência no teste do DPPH. 
 

 3.6.2 Avaliação da eficiência de encapsulação 

Na Tabela 7 estão apresentados os valores da eficiência de encapsulação do EBPvm. A 

maior eficiência observada foi de 90,82 para a preparação de microcápsulas como 0,1 gramas 

de EBPvm e 5 gramas de maltodextrina. Resultados semelhantes foram obtidos por Sousdaleff 

et al. (2013) que relataram a eficiência e a estabilidade de microcápsulas de maltodextrina 

contendo diferentes produtos de origem vegetal (terpenos, flavonóides e taninos). 
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Tabela 7. Eficiência de encapsulação do EBPvm por determinação de polifenóis totais 

Extrato (g) + MD20 (g) 
Fenois totais  

ME % 
FN FE FR 

 0,1 + 5  25,22 ± 15,2 366,33 ± 9,0 90,82 

EBPvm 0,1 + 10 375,59 ± 10,08 - 145,67 ± 9,4 38,78 

 0,1 + 20  - 39,22 ± 0,6 10,44 

      

MD20 0,0 + 10 - - - - 

MD20 = maltodextrina DE20; FN = compostos fenólicos não encapsulados antes da 
liofilização; FE = compostos fenólicos encapsulados em microcápsulas após liofilização; FR = 
compostos fenólicos após liberação; ME = eficiência de microencapsulação. 
 

 3.6.3 Análise morfológica das microcápsulas 

A Figura 6 corresponde a imagem da micropartícula obtida após encapsulação do 

EBPvm com maltodextrina, obtida em microscopia de varredura utilizando espectros de 

absorção óptica e frequência de modulação da luz fixada em 25Hz. 

 

 

Figura 6. Micrografia eletrônica de microcápsulas de maltodextrina DE20 contendo EBPvm 
(aumento de 1000x). 
 

 As microcápsulas observadas em microscopia eletrônica de varredura apresentaram 

formato esférico, depressões irregulares, superfície dentada, sem trincas ou rupturas. Estas são 

características fundamentais para garantir uma maior proteção e retenção do extrato 

encapsulado. Não foi observada uniformidade e os tamanhos variaram de 10 µm a 100 µm, 
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características também identificadas por Siemons et al. (2020), que observaram microcápsulas 

formadas por maltodextrina contendo compostos naturais. 

 

3.7 Análise citotóxica por método de MTT 

A análise citotóxica evidenciou que o EBPvm induziu alteração significativa da 

viabilidade em células HFF1 nas concentrações analisadas. O extrato das flores de Pyrostegia 

venusta reduziu significativamente a viabilidade celular nas concentrações de 1 e 0,5 mg/mL, 

enquanto que concentrações menores foram inócuas (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Atividade citotóxica do extrato bruto de EBPvm em diferentes concentrações (1; 0,5; 
0,25; 0,125; 0,0624; 0,03125 e 0,015625 mg mL-1). Cada barra representa a redução de MTT 
(OD 492 nm). Resultados com letras iguais não diferiram estatisticamente (p≤0,05). 
 

 O EBPvm apresentou redução da viabilidade celular em fibroblastos HFF1, 

corroborando Figueiredo et al. (2014), no qual o extrato de flores de P. venusta apresentou 

efeito citotóxico em células de melanoma murino, promovendo apoptose de células tumorais. 

A atividade do extrato das flores de P. venusta foi também analisada por Daneluzzi et al. (2014), 

quanto ao potencial fitotóxico e citotóxico em sementes e plântulas de alface, e que constataram 

que o extrato promoveu interferência nos índices de germinação, no crescimento radicular e no 

índice mitótico de células de raízes de alface. 

 

3.8 Determinação de polifenóis e flavonoides totais e da atividade antioxidante por DPPH 

e FRAP, da fração flavonoídica 

A determinação dos polifenóis, flavonoides totais e da atividade antioxidante pelos 

testes de DPPH e FRAP, estão apresentados na Tabela 8. A fração flavonoídica na maior 
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concentração (7,5 mg/mL), apresentou maior presença de polifenois e flavonoides totais. Já no 

teste de DPPH a concentração de 2,5 mg/mL apresentou a maior atividade antioxidante, com 

valor de 96,9%, sendo que os valores não diferiram significativamente entre si e em comparação 

ao controle positivo ácido gálico (87,0%). Na análise do potencial redutor de ferro pelo método 

FRAP, a maior concentração (7,5 mg/mL) apresentou o melhor resultado 717,0 µM ET/g de 

extrato seco, no entanto os valores observados nas diferentes concentrações não diferiram 

estatisticamente entre si.  

 

Tabela 8. Determinação de compostos polifenólicos e flavonoides totais e atividade 

antioxidante da FrPvm por meio dos testes de DPPH e FRAP 

Extrato 
Concentração 

(mg/mL) 

Polifenóis 

totais1  

Flavonoides 

totais2  
DPPH3 FRAP4 

FrPvm 

 

2,5 491,1 ± 13,9a 250,2 ± 3,0a 96,9 ± 1,77a 710,9 ± 2,3a 

5,0 953,3 ± 1,7b 494,2 ± 1,0b 94,5 ± 4,0a 716,4 ± 5,4a 

7,5 1133,0 ± 2,2c 713,2 ± 2,0c 92,9 ± 0,6a 717,0 ± 7,2a 

     

Ácido gálico 0,1 - - 87,0 ± 0,2a - 

FrPvm= Fração flavonoídica de flores de P. venusta do EBPvm. 1µg equivalente ácido gálico/g 
de extrato. 2µg equivalente rutina/g de extrato. 3%Atividade Antioxidante. 4μM equivalente 
trolox/g de extrato. 
 

4 CONCLUSÃO 

 O extrato das flores de P. venusta apresenta importante atividade biológica, com 

potencial antioxidante, antiglicante e citotóxico, os quais podem ser atribuídas à presença dos 

flavonoides identificados nesta espécie. A metodologia de microencapsulação do extrato 

utilizando maltodextrina como material encapsulador foi efetiva para encapsular e liberar o 

extrato de flores de P. venusta. No entanto, novos estudos serão necessários para elucidar os 

compostos ativos específicos e os responsáveis por diferentes atividades e sua possível 

aplicação farmacêutica, cosmética e/ou alimentícia. 
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ABSTRACT 

 

Turnera ulmifolia L. is used in folk medicine and it is known to have anti-hyperglycemic effect 

on the organism in order to reduce complications in diabetic patients. Glycation process is 

directly related to oxidative stress, acting as an important endogenous source, inducing the 

production of free radicals, and thus increasing the production of reactive oxygen species. The 

encapsulation technology on natural compounds can minimize and even mitigate the risk of 

loss of biological activity in order to maintain their activities against oxidative stress and 

glycation. The present study aimed to evaluate the antiglycation, antioxidant and cytotoxicity 

activities of T. ulmifolia crude extract before and after encapsulation. This study presents 

important information about the biological activities, highlighting antioxidant, antiglycation 

and no cytotoxicity potential of Turnera ulmifolia crude extract, a species of genus Turnera, an 

Turneraceae family that has been poorly studied. T. ulmifolia crude extract presented flavonoids 

as main active compounds. The results showed a promising activity in scavenging free and 

peroxyl radicals, chelating iron ions and inhibiting BSA glycation. In addition, this study 

showed the possible encapsulation of bioactive compounds using maltodextrin as wall material. 

 

Keywords: AGEs, Flavonoids, Microcapsules, MTT, Oxidative stress, Protein glycation. 
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1 Introduction 

Glycation is a process that involves non-enzymatic addition of reducing sugars and/or 

their reactive degradation products to free amino groups of proteins, lipids or nucleic acids 

(Ding et al., 2020; Khan et al., 2020). The non-enzymatic glycation of biomolecules may alter 

their structures, affecting biological and functional activities and possibly leading to cell 

damage and cell death (Song et al., 2021).  

This process can occur under physiological and pathological conditions by the formation 

of advanced glycation end-products (AGEs). AGEs are potentially toxic molecules that can 

affect human health, acting in the development of degenerative diseases such as diabetes, 

Parkinson's and Alzheimer’s diseases, (Byun et al., 2017) and atherosclerosis (Song et al., 

2021). In addition, it has been elucidated that AGEs in diet contribute to their endogenous 

accumulation and that restriction of ingestion of these molecules reduces serum levels of AGEs 

as well as inflammation and oxidative stress markers. Therefore, a relation between AGEs and 

health has been receiving increasing attention in food and pharmaceutical industries (Rowan, 

Bejarano, & Taylor, 2018). 

Glycation process is directly related to oxidative stress, acting as an important 

endogenous source, inducing the production of free radicals, and thus increasing the production 

of reactive oxygen species (ROS). This process can promote molecular damage and result in 

alterations in activities of cells, tissues and organs, which can cause different degenerative and 

progressive diseases, and enhance the production of ROS that can potentiate DNA damage and 

elevate risk of mutagenesis and cancer (Song et al., 2021). The prevention of the pathogenic 

effects of glycation associated with oxidative stress requires the activities of endogenous 

detoxifying enzymes and exogenous antioxidants (Irrazabal et al., 2021) and antiglycations 

(Franco et al., 2020), highlighting the importance of a diversified and balanced diets, and also 

a healthy environment. Consequently, the investigation of natural products with both 

antioxidant and antiglycation properties offers a potential source of prevention of molecular 

and physiological damage (Ramos et al., 2019). 

Studies indicate that natural compounds from plants such as polyphenols (phenolic acids 

and flavonoids) and terpenes are able to reduce non-enzymatic glycation (Song et al., 2021) and 

scavenge free radicals (Khosravi, & Razavi, 2020). Antiglycation compounds may inhibit the 

AGEs formation by interfering with metals, blocking AGEs, or reducing cellular changes 

induced by these molecules (Behl et al., 2021). Polyphenols, mainly flavonoids, have the ability 

to scavenge ROS, activate antioxidant enzymes, chelate metal, inhibit nitrite formation, reduce 
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α-tocopheryl radicals, inhibit oxidases and mitigate oxidative stress (Ansaria, & Ahmada; 

Haqqia, 2020; Behl et al., 2021). 

The biological activity of natural compounds can be reduced or lost depending on 

processing and storage conditions, exposure to light and air, and large temperature variations. 

These conditions can cause degradation by oxidation, isomerization, and dehydrogenation. 

Studies have demonstrated that the encapsulation technology on natural compounds can 

minimize and even mitigate the risk of loss of biological activity, in addition to enable a 

controlled release of compounds in sites of interest, which makes this technology (micro or 

nano) one of the most effective methods of ensuring and maintaining the activity of natural 

compound (Giaconia et al., 2020). 

Plants extracts have showed the ability to protect against non-enzymatic glycation and 

oxidative stress due to the presence of compounds with antiglycation and antioxidant action 

(Franco et al., 2020). Studies demonstrated that species of Turneraceae family and genus 

Turnera present different pharmacological activities such as anti-hyperglycemic, anti-

inflammatory, antiulcerogenic and aphrodisiac (Brito et al., 2012; Lucio-Gutiérrez et al., 2019). 

The species Turnera ulmifolia L. is highlighted by its anti-inflammatory and antioxidant 

activities, which are correlated to the presence of polyphenols.  (Nascimento et al., 2006; Brito 

et al., 2012). This species is used in folk medicine and it is known to have anti-hyperglycemic 

effect on the organism in order to reduce complications in diabetic patients; however, there is 

no data in current scientific literature to prove the activity of compounds and crude extracts of 

T. ulmifolia against the damage caused by hyperglycemia. In this context, the present study 

aimed to evaluate the antiglycation and antioxidant activities of crude extract of T. ulmifolia 

before and after encapsulation. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Collection and preparation of Turnera ulmifolia crude extract 

Branches, leaves and flowers of T. ulmifolia were obtained from plants growing at the 

São Paulo State University (UNESP-Assis, Brazil). Detailed information on the plant species 

can be obtained from the deposited voucher with accession number HASSI/UNESP-Assis 

subnumber 127 in the herbarium of UNESP. Plant parts were washed, dried by air-forced oven 

(40°C) and then grounded to obtain a powder. Hidroethanolic solution (70%) was used to 

extract secondary metabolites from the plant powder by percolation (Pista; Alves; Morgado, 

1995). The extract was filtered, concentrated in a rotatory evaporator (<50 °C), and the resulting 

aqueous solution was frozen and lyophilized to obtain the crude dry extract (CETu).  
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2.2 Phytochemical compounds 

2.2.1 Total phenols and flavonoids content  

The total phenols and flavonoids content of the T. ulmifolia crude extract were 

determined. For total phenols, Folin-Ciocalteu method was employed (Stagos et al., 2012). To 

0.5 mL extract, 5 mL distilled water and 0.25 mL Folin-Ciocalteu reagent were added. 3 min 

after incubation, 1 mL 10% Na2CO3 solution was added, and the mixture was incubated for 1 

hour. Absorbance was measured at 725 nm by a spectrophotometer. A standard curve was 

plotted using gallic acid and total polyphenol content was expressed as miligram gallic acid 

equivalent per gram dry weight (mg GAE g-1 DW). 

Total flavonoid content was quantified following method described by Zhishen et al. 

(1999). 250 μL extract was mixed with 1.25 mL distilled water and 75 μL 5% NaNO2 solution. 

Then, 150 μL 10% AlCl3 solution was added after 6 minutes. Subsequently, 0.5 mL 1 M NaOH 

solution was added, and the total volume was adjusted to 2.5 mL with distilled water. The 

resulting solution was mixed and absorbance was measured at 510 nm. Rutin was used to plot 

a standard calibration curve and total flavonoid content was expressed as miligram rutin 

equivalent per gram dry weight (mg RE g-1 DW). 

 

2.2.2 HPLC-MS/MS analysis 

An HPLC-MS/MS apparatus (Waters, LC–MS/MS System, USA) was connected with 

ACQUITY TQ Detector. Acetonitrile (MeCN) plus water with 0.005% formic acid was used 

as solvent A; acetonitrile and glacial acetic acid as solvent B. At the beginning, linear gradient 

from 4% to 33% B was employed for 35 min and then gradient was increased to 100% B for 

another 5 min. 4% B was used to re-equilibrate for final 5 min. Mass analysis of polyphenol 

compounds was performed using both positive and negative ion modes [ESI(+ve) & ESI(−Ve)]. 

The spray voltage was 5000 V and the capillary temperature was maintained at 280°C. Nitrogen 

gas at the flow rate of 40 U was used as the covering agent. Collision-induced dissociation 

(CID-MSn) method was used to induce fragmentation of the molecular ions, and the obtained 

fragments were analyzed using mass spectrometry. Helium gas was used as the collision agent 

at 0.8 mTorr. Collision energies of 15 and 30 eV were used to investigate the neutral loss and 

product ions, and scanning was performed at the mass range of 50-1000 m/z. Previous published 

data from literature were used for the identification of polyphenol compounds such as 

flavonoids and phenolic acids (Saravanan et al., 2018). 
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2.3 Microencapsulation 

2.3.1 Microencapsulation with Maltodextrin DE20 

Methodology used in the microencapsulation of T. ulmifolia crude extract was 

performed according to Robert et al. (2010) and Sousdaleff et al. (2013). The amounts of 5, 10 

and 20 g of maltodextrin DE20 were dissolved in 80 mL distilled water at 60°C. The obtained 

solution was mixed with a solution containing 0.1 g extract dissolved in 5 mL ethanol and 

centrifuged at 2500 rpm for 30 min. The solution containing the microcapsules was 

concentrated in rotary evaporator and freeze-dried. A fine powder containing the microcapsules 

was obtained and it was used to evaluate stability (efficiency of encapsulation, rupture and 

release of the microcapsules), characterization (Scanning Electron Microscopy (SEM)) and 

antioxidant activity (DPPH test). 

 

2.3.2 Morphological characterization of microcapsules  

 The morphology of the microcapsules obtained by freeze-drying was observed by 

Scanning Electron Microscopy (SEM) [Brand JEOL, model JSM-7500F, with PC-SEM 

operating software v. 2.1.0.3 equipped with secondary electron detectors, backscatter and 

chemical analysis (energy dispersive spectroscopy - EDS) from Thermo Scientific, Ultra Dry 

model, with NSS 2.3 operating software]. Microcapsules were fixed on stubs using copper-

conducting adhesive tape and then coated with gold. Observations were made using SEM at 

acceleration voltage of 10 kV (Rosenberg et al., 1985; Dewi, Purnamayati, & Kurniasih, 2016). 

 

2.3.3 Particle size and Zeta potential  

Determination of particle diameter and polydispersity index (PDI) was performed using 

Zeta Plus Analyzer by photon correlation spectroscopy according to Gomes (2011). The 

particles diameters were calculated from statistical means and expressed as D [4,3] (mean 

diameter of De Brouckere), which indicates the center point around which the volume 

frequency of the distribution rotates. The Zeta potential of samples was obtained by measuring 

electrophoretic mobility at 25°C. The solubility in water was calculated by the difference of 

mass and results were expressed as percentage of solubility according to Cano-Chauca et al. 

(2005). 

 

2.3.4 Release of the microcapsules 

The release of microcapsules was performed according to Sousdaleff et al. (2013). 

Microcapsules were dispersed in 1 mL ethanol, acetic acid and water (50:8:42, v/v/v) solution. 
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This dispersion was stirred for 1 min and then sonicated twice at 50Hz frequency for 20 min 

(with a 5 min interval). The resulting solution from the microcapsules release was used to 

determine encapsulation efficiency and antioxidant activity (DPPH). 

 

2.3.5 Encapsulation efficiency  

The encapsulation efficiency was performed according to Robert et al. (2010) with 

adaptations. The amount of phenolic compounds was quantified as described above, divided 

into three steps. In the first one, determination of non-encapsulated phenolic compounds before 

freeze-drying (FN) was performed. In the second step, the phenolic compounds encapsulated 

in microcapsules after freeze-drying (FE) and, in the third, these compounds released from the 

microcapsules after rupture (FR) were determined. 

 

2.4 Antiglycation activity 

2.4.1 Preparation of glycation reaction mixture 

For the evaluation of antiglycation activity, glycation reaction mixtures were prepared. 

In test tubes with lids, Bovine Serum Albumin (BSA) (2 mg mL-1) in Phosphate-Buffered 

Solution (PBS) (10 mM, pH 8.0) and Ribose (1 M) were added in presence or absence of 

extracts, (10 mg mL-1) or Aminoguanidine (AMG) (40 Mm).  

For the free amino group determination, an aliquot of the glycation reaction was 

incubated in a water bath at 60°C for 30 min and after this period, samples were dialyzed in the 

PBS for 24 h and frozen until analysis. For the analysis of AGEs fluorescence and relative 

electrophoretic mobility (REM), aliquots were incubated at 37°C for 7 days (REM) and 15 days 

(AGEs) without dialysis. 

 

2.4.2 Determination of free amino groups 

The free amino groups of glycated samples were determined by the 

orthophthaldialdehyde (OPA) method (Ledesma-Osuna, Ramos-Clamont, & Vázquez-Moreno, 

2008). The OPA reagent was prepared with 25 mL 0.1 M sodium borate, 2.5 mL 20% SDS, 

100 µL 2-mercaptoethanol, 40 mg OPA (dissolved in 1 mL methanol) and adjusted to 50 mL 

with distilled water. An aliquot of each glycated reaction mixture was mixed with 200 µL OPA 

reagent and incubated for 2 min in microplates at 37°C; then, absorbance was measured at 340 

nm. Untreated BSA (negative control) was assumed to present 100% free amino groups. 
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2.4.3 Inhibition of AGEs formation  

Inhibition of AGEs formation was determined by OPA method (Ledesma-Osuna, Ramos-

Clamont, & Vázquez-Moreno, 2008). An aliquot of each glycated reaction mixture was 

adjusted to 1 mL with OPA reagent (prepared as described above), incubated for 2 min at 37°C. 

The AGEs formation was determined by measuring its fluorescent characteristics in a 

spectrofluorimeter using excitation and emission at 360 and 460 nm, respectively. Results were 

expressed by the percentage of inhibition of AGEs formation. 

 

2.4.4 Relative Electrophoretic Mobility (REM) 

REM was evaluated according to the methodology described by Miura et al. (1994). 

SDS-PAGE was performed with 5% stacking gel and 8% separation gel. An aliquot of glycated 

BSA solution was mixed with an equal volume of Sodium dodecylbenzene sulfonate (SDS - 

Labsynth, Brazil) sample buffer (20 mg mL-1 SDS, 30% glycine (Sigma-Aldrich, Brazil), 0.25 

M Tris-HCl buffer, pH 6.8) and boiled for 3 min. From the mixed solution, 15 μL was applied 

to the stacking gel, and the separation gel was run in a constant flow of 30 mA, for 

approximately 3 h. After the electrophoresis process, the gel was fixed with acetic acid and then 

stained with Coomassie-Blue (R-250) (Sigma-Aldrich, Brazil). The results were observed in 

the REM using native BSA. Final concentrations of AMG (1 mM) and BSA (0.3 mg mL-1, 

without extract) were used as positive and negative controls, respectively. 

 

2.5 Antioxidant activity 

2.5.1 DPPH radical scavenging test 

Antioxidant activity was measured by DPPH method described by Rufino et al. (2010). 

Experiments were performed in triplicate for statistical purposes. Solutions containing 1 mL 

acetate buffer (100 mM, pH 5.5), 1.25 mL ethanol, 250 μL DPPH solution (500 μM) and 50 μL 

of samples were prepared. T. ulmifolia crude extract and solution of microcapsules reacted with 

DPPH for 30 min in dark and were measured in spectrophotometer (UV-Vis spectrophotometer 

- BelPhotonics Brazil) at 517 nm. Antioxidant activity was calculated according to the formula: 

Antioxidant activity (%) = [(Control-Samples)/Control] x 100, where Control is the absorbance 

of solution without samples and Samples is the absorbance of solution with samples. Gallic acid 

was used as positive control at 100 μg mL-1. Concentrations of evaluated crude extract were 

100, 250, 500, 750 and 1000 μg mL-1. Microcapsules and microcapsules release products were 

5.0 mg mL-1. 
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2.5.2 Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP)  

FRAP test was performed according to Guimarães et al. (2010). FRAP reagent was 

obtained mixing Acetate buffer (300 mM, pH 3.6), TPTZ (10 mM in 40 mM HCl) and 

FeCl3.6H2O (20 mM) were mixed at the ratio of 10:1:1 (v/v/v). 2.7 mL of this reagent, 270 μL 

ultrapure water and 90 μL sample (crude extract) were mixed. The mixture was heated for 30 

min at 37°C. Absorbance was measured at 593 nm and results were expressed in μM Trolox 

equivalent per grams of dry weight (μM TE g-1 DW). T. ulmifolia crude extract concentrations 

were 100, 250, 500, 750 and 1000 μg mL-1. 

 

2.5.3 Nitric oxide scavenging activity 

 Evaluation of nitric oxide (NO) sequestering capacity was performed according to 

Marcocci et al. (1994). A mixture of 320 µL of sample of T. ulmifolia crude extract was diluted 

at concentrations of 100, 250, 500, 750 and 1000 μg mL-1. 360 µL Sodium Nitroprusside (NPS) 

(25 mM in PBS, pH 7.4) and 215 µL Griess reagent were incubated at 37°C for 2 h in dark. The 

sample absorbance was determined at 540 nm. The values were submitted to an equation 

obtained by linear regression of a calibration curve of sodium nitrite previously performed in 

the same test conditions and the results were expressed as concentration of nitrite formed (μM 

mL-1 nitrite formed). 

 

2.5.4 Oxygen radical absorption capacity (ORAC-FL) 

The ORAC-FL test was performed as previously described by Dávalos, Gómez-

Cordovés, and Bartolomé (2004), in which peroxyl radicals were generated by decomposition 

of AAPH at 37°C. Fluorescein was used as a fluorescent probe, where loss of fluorescence 

indicates damage to fluorescein by reaction with peroxyl radicals. 130 µL 100 nM fluorescein, 

20 µL samples and 50 µL AAPH were added to microplates for fluorescence analysis. 

Measurements were performed using a fluorometer adapted for microplates (Synergy H1 

Hybrid Reader, Biotek, Winooski, VT, USA) at λex = 470 nm and λem = 520 nm, 37°C, at 

intervals of 5 min for 2 h. The sensitivity of the equipment was adjusted to 100. ORAC values 

were based on the difference between an area under the fluorescence decay curve of the samples 

and the blank (AUCliquid), and linear regression equations between AUCliquid and 

concentrations were calculated for all samples. Results were expressed as µmol Trolox 

Equivalent per mg dry weight (µmol TE mg-1 DW). 
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2.6 Cytotoxicity analysis by MTT method 

20 mg T. ulmifolia crude extract were stored in a stock solution of 20 mg mL-1 in sterile 

PBS and from this solution, serial dilutions were prepared in the following final concentrations 

of 1 mg mL-1; 0.5 mg mL-1; 0.25 mg mL-1; 0.125 mg mL-1; 0.0625 mg mL-1; 0.03125 mg mL-

1; 0.015625 mg mL-1. On the first day, cells were plated with human cell line HFF1 (fibroblasts), 

approximately 0.5×104 cell well-1 in 200 µL medium well-1 (triplicate) and 1×104 cell well-1 in 

200 µL medium well-1 (1 trial). The medium used was DMEM 15% FBS + 1% L-Glutamine 

containing penicillin (100 U mL-1) and streptomycin (100 mg mL-1). On the fourth day, the 

treatment was carried out where the cells were plated (0.5×104) and kept in culture for 72 h to 

reach adequate confluence, after which they were treated. The assay that presented the cell 

density of 1×104 received the treatment after 48 h. On the sixth day, in the laminar flow, 20 µL 

MTT solution (5 mg mL-1) was added and kept for 4 h in the oven protected from light. After 4 

h, the entire content was removed from each well, 200 μL DMSO was added and the Tecan 

Sunrise reader was read at a wavelength of 492 nm. Values were generated by the Magellan 

program and analyzed by the Prism program. The analysis was performed with the values 

subtracted from the blank (without extract and without cell) and from the blank-extract (with 

extract and without cell). 

 

2.7 Statistical analysis 

The data and graphs obtained were evaluated using the Origin® 2018 software, through 

Analysis of Variance (ANOVA), followed by the Tukey test post hoc (p≤0.05). 

 

3 Results and Discussion 

3.1 Phytochemical compounds 

3.1.1 Total phenols and flavonoids content 

The total phenols and flavonoids content were determined at different concentrations 

(1, 3, 5, 7 and 10 mg mL-1) of T. ulmifolia crude extract. Results showed dose-dependent 

response and the highest content of total phenols and flavonoids were observed at the 

concentration of 10 mg mL-1 (604.80 mg GAE g-1 DW and 876.20 mg RE g-1 DW, respectively) 

(Table 1). 

 

Table 1 
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The present study evaluated and showed the presence of polyphenols and flavonoids in 

T. ulmifolia crude extract. The observed values are similar and corroborate with different 

studies carried out with T. ulmifolia and other species of the same genus. Nascimento et al. 

(2006) performed preliminary studies, which correlated diversity and quantity of phenolic 

compounds in T. ulmifolia, extract with antioxidant activity. Similarly, study performed by 

Szewczyk, and Zidorn (2014) reported that extracts of plants of genus Turnera have high 

amounts of polyphenols, and they represent a rich source of natural antioxidants. 

 

3.1.2 Characterization of T. ulmifolia crude extract by HPLC-MS/MS 

The method developed by HPLC-DAD-MS/MS provided a rapid analysis of T. ulmifolia 

crude extract (CETu). The conditions used led to peaks separation and spectral determination 

of mass in solution, identifying the major presence of flavonoids from quercetin and rutin 

classes. Retention time (Rt), name of compounds (NCs), molecular formula (MF), molecular 

weight (MW), peak area (PA%) of compounds of CETu are presented in Table 2.  

 

Table 2  

 

Different flavonoids identified in CETu corroborate to previous studies carried out by 

Brito et al. (2012) that also evaluated the composition of T. ulmifolia extracts of different plant 

parts and identified the same flavonoids class. The presence of kaempferol and rutinoside have 

also been reported by Saravanan et al. (2018) and Willer et al. (2019) that evaluated other 

species of genus Turnera. 

 

3.2 Microencapsulation 

3.2.1 Morphological characterization of microcapsules  

Figure 1 shows the images corresponding to microcapsules produced with maltodextrin 

DE20 containing CETu. The microcapsules presented irregular surface shapes with spacing 

between them, which is characteristic particles produced by freeze-drying process. The 

microcapsules size varied between 10 µm and 100 µm examined at 2000x magnification with 

scanning electron microscopy. 

  

Figure 1 

 



76 
 

The microcapsules showed morphological similarity presenting spherical shape, 

irregular depressions, concavities, a dentate surface, and no cracks or ruptures. These are 

fundamental characteristics to guarantee greater protection and retention of encapsulated CETu. 

No uniformity was observed and sizes ranged from 10 µm and 100 µm, which was also 

identified by Neha et al. (2019) and Siemons et al. (2020) that observed microcapsules formed 

by maltodextrin containing natural compounds. 

 

3.2.2 Particle size and Zeta potential  

The particle size of microcapsules presented average diameters of 3.85. Microcapsules 

presented monomodal size distribution, showing no uniform distribution of particles and better 

stability of microcapsules. Mean particle diameters were calculated from statistical means and 

expressed as D [4,3] (mean diameter of De Brouckere), which indicates the center point around 

which the volume distribution frequency rotates. The particles showed PDI values close to 1.33. 

PDI is a dimensionless measure of the broadness of particles size, where values lower than 0.1 

indicate a monodisperse (homogeneous system) and values higher than 0.1 indicate an 

heterogeneous (polydisperse system) (Zigoneanu et al., 2008). Particles presented negative Zeta 

potential (-0.21 mV), which indicates that the residual charge present in the wall material is 

negative. The microcapsule samples presented significant differences in Zeta potential by the 

Tukey test. According to Mishra et al. (2009), in order to obtain a physically stable Zeta 

potential, values should be higher than 30 mV (absolute value), although values ranged from -

5 mV to +5mV indicate fast aggregation.  

 

3.2.3 Encapsulation efficiency  

 Table 3 shows the values of encapsulation efficiency of CETu. The greater efficiency 

observed was 49.9% for microcapsules formulated with 0.1 g CETu and 5 g maltodextrin. 

Similar results were obtained in studies performed by Sousdaleff et al. (2013) that studied the 

efficiency and stability of maltodextrin microcapsules containing different products from plant 

sources (terpenes, flavonoids and tannins). 

 

Table 3 
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3.3 Antiglycation activity 

In determination of free amino groups, BSA treated with CETu at 10 mg mL-1 presented 

40.58% free amino groups, which is the highest value observed and it presented significant 

difference with BSA treated with AMG (77.43% free amino groups). 

In determination of inhibition of AGEs formation, BSA treated with AMG presented 

77.80% inhibition and this value did not differ significantly when compared to the treatment 

with CETu at 10 mg mL-1 that resulted in 76% inhibition of AGEs formation. 

In REM test, it is possible to observe in Figure 2 the electrophoretic profiles of BSA (1), 

Ribose (2), treatments with AMG (3) and CETu (4). It can be observed that the extract showed 

antiglycation potential against protein glycation promoted by ribose in BSA. BSA treated with 

CETu exhibited electrophoretic profile similar to BSA treated with AMG (3). BSA with ribose 

(2) showed an electrophoretic profile of protein degradation. 

 

Figure 2 

 

The present study showed that CETu present electrophoretic profile similar to AMG, 

evidencing the antiglycation activity against BSA glycation. These results correlate to 

antioxidant activity and corroborate to study performed by Akhter et al. (2021) that reported 

that oxidation reactions play a major role in increasing the rate of AGEs formation. Also, AGEs 

have the propensity to generate reactive oxygen species (ROS) and stimulate auto-oxidation 

reactions that result in formation of free radicals and other reactive intermediates. In addition, 

studies performed by Ramkissoon et al. (2013) and Eze, and Tolac (2020) demonstrated that 

protein glycation inhibitors decrease production and release of free radicals, as well as 

antioxidants protect against oxidative stress derived from glycation and thus these compounds 

have been reported as therapeutic agents for the treatment of many diseases. 

 

3.4 Antioxidant activity 

3.4.1 DPPH, FRAP and NO 

Table 4 shows results of the different antioxidant in vitro tests (DPPH, FRAP and NO). 

For DPPH radical scavenging test, the highest antioxidant activity was presented at 1.00 mg 

mL-1 (70.60%). Results revealed a dose-dependent response and showed statistical difference 

in comparison with each other and with positive control (gallic acid). FRAP test showed the 

highest reducing potential at 0.75 mg mL-1 (712.30 μM TE g-1 DW); however, it did not differ 

statistically from treatment with the concentration of 1.00 mg mL-1 (628.00 μM TE g-1 DW). 
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For NO test, the highest NO scavenging activity was presented at 1.00 mg mL-1 (34.10 μM mL-

1 nitrite formed). 

 

Table 4 

 
Results of antioxidant activity showed that CETu present a potential to scavenge DPPH 

and NO, and chelate iron ion. Previous studies performed by Patra, and Bhatnagar (2016) 

showed antioxidant activity of different T. ulmifolia extracts evaluated by the same assays. 

Kalimuthu et al. (2016) also observed the action of T. ulmifolia extracts in scavenging DPPH 

free radical and chelating iron ion.  

 

3.4.2 ORAC-FL 

A fluorescence-evaluated ORAC decay curve of Trolox pattern and different 

concentrations of T. ulmifolia extract is showed in Figure 3. In the time range of 0 to 120 

minutes, the decay curve of CETu at concentration of 100 µg did not present difference in 

comparison to Trolox curve. CETu at 25 µg showed less activity in comparison to CETu at 100 

µg and Trolox; however, its decay curve also showed antioxidant activity by ORAC test. 

 

Figure 3 

  

 This results are in accordance to studies performed by Szewczyk, and Zidorn (2014), 

Soriano-Melgar et al. (2014), Reyes-Becerril et al. (2020), and Saravanan et al. (2020) that 

demonstrated antioxidant potential of different extracts from various plant parts of species of 

genus Turnera, mainly attributed to the presence of different flavonoids. Preliminary studies 

carried out by Kalimuthu et al. (2016) demonstrated antioxidant activity of T. ulmifolia extract 

evaluated by DPPH and FRAP tests. This study showed for the first time the antioxidant activity 

of T. ulmifolia extract by ORAC test and thus there are no reports in the current scientific 

literature to compare. However, a review performed by Prior (2015) demonstrated the 

application and efficiency of ORAC test for the evaluation of natural compounds (flavonoids) 

obtained from diet. 

 

3.5 Cytotoxicity analysis by MTT method 

The results of cytotoxic activity of the T. ulmifolia crude extract at different 

concentrations on the human fibroblast cell line (HFF1) are showed in Figure 4. The HFF1 cells 
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were treated for 48 h at 37°C, in a humid atmosphere and with 5% CO2 and cell viability was 

evaluated by the MTT assay. Each bar represents the reduction of MTT (OD492nm) where 

treatments did not differ significantly compared to the control, which demonstrates the absence 

of cytotoxicity of the evaluated extract. 

 

Figure 4 

 

The absence of cytotoxicity demonstrated in present study corroborate with study 

performed by Rodríguez-Rodríguez et al. (2021) that used extract of species of genus Turnera 

in fibroblast cell. The significant antioxidant and antiglycation potential of CETu demonstrated 

in the present study may be correlated to the absence of cytotoxic activity, as studies performed 

by Mojarrab et al. (2016), Kim et al. (2019), Pisoschi et al. (2020) and Valentová (2020) 

demonstrated that natural antioxidants promote a cytoprotective action, inhibiting damage 

caused by free radicals, as well as inhibiting protein glycation and reducing AGEs formation, 

which could indirectly increase oxidative stress. 

 

4 Conclusion 

This study presents important information about the biological activities, highlighting 

antioxidant, antiglycation and no cytotoxicity potential of Turnera ulmifolia crude extract, a 

species of genus Turnera, an Turneraceae family that has been poorly studied. T. ulmifolia crude 

extract presented flavonoids as main active compounds. The results showed a promising 

activity in scavenging free and peroxyl radicals, chelating iron ions and inhibiting BSA 

glycation. In addition, this study showed the possible encapsulation of bioactive compounds 

using maltodextrin as wall material. However, further studies are needed to elucidate the active 

compounds and evaluate their possible pharmaceutical and/or cosmetic application. 
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Table 1. Evaluation of total polyphenols and flavonoids content of T. ulmifolia crude extract. 

Concentration 
(mg mL-1) 

Total phenol1  Total flavonoid2  

1 47.90±0.57a 96.80±3.05a 
3 163.70±4.49b 277.10±22.41b 
5 264.10±13.47c 392.53±18.82c 
7 347.80±10.96d 465.50±12.58d 

10 604.80±11.98e 876.20±20.29e 
Values are expressed as mean ± standard deviation. 1mg gallic acid equivalent (GAE) g-1 dry 
weight (DW); 2mg rutin equivalent (RE) g-1 dry weight (DW). Same letters within the same 
column indicate no significant differences among samples by Tukey test (p≤0.05) 
 

 

Table 2. Retention Time (Rt), name of compounds (NCs), molecular formula (MF), molecular 

weight (MW) and peak area (PA%) of compounds of T. ulmifolia crude extract. 

Rt NCs MF MW PA% References 
2.18 Kaempferol-3-O-rhamnoside C21H20O10 433.87 1.47 Estrada-Reyes et al. 

(2009); Brito et al. 
(2012); Szewczyk, and 
Zidorn (2014); Bezerra 
et al. (2016); 
Chandrasekhar, and 
Vinay (2017); 
Saravanan et al. 
(2018), Báez-Parra et 
al. (2019); Willer et al. 
(2019); Nascimento 
Júnior et al. (2020). 

5.15 Kaempferol-3-O-glucoside C21H20O11 449.19 1.89 
10.89 Cyanidin-3-O-rhamnoside C21H21O10 433.11 7.56 
12.46 Delphinidin-3-O-rutinoside C27H31O16 611.16 4.20 
17.09 Naringenin-7-O-glucuronide C21H20O11 448.10 7.31 
23.23 6,7,30,40-Tetrahydroxyisoflavone C15H10O6 286.05 23.11 
27.57 m-Coumaric acid C9H8O3 164.86 2.63 
29.47 Dihydro-caffeoyl-3-O-glucuronide C15H18O10 358.09 9.98 

 

 

Table 3. Encapsulation efficiency of CETu by total phenols determination 

Samples (g) + MD20 (g) 
Total phenols  

ME % 
FN FE FR 

 0.10 + 5.00  28.50 ± 1.9 160.40 ± 15.7 49.9 

CETu 0.10 + 10.0 264.10 ± 13.47 29.60 ± 2.2 120.00 ± 4.4 34.2 

 0.10 + 20.0  29.60 ± 1.1 76.70 ± 1.7 17.8 

      

MD20 0.0 + 10.0 - - - - 
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MD20 = maltodextrin DE20; FN= non-encapsulated phenolic compounds before freeze-drying; 
FE= phenolic compounds encapsulated in microcapsules after freeze-drying; FR= phenolic 
compounds after release; ME= microencapsulation efficiency. 
 

Table 4. Antioxidant activity of CETu and positive control (Gallic Acid and Trolox) by DPPH, 

FRAP and NO tests. 

Extract 
Concentration 

(mg mL-1) 
DPPH1 FRAP2 NO3 

CETu 
 

0.10 4.20 ± 2.1a 63.00 ± 2.3a 21.60 ± 1.4a 
0.25 16.60 ± 2.4b 154.00 ± 6.8b 24.20 ± 1.1b 
0.50 26.90 ± 1.9c 381.20 ± 8.5c 27.50 ± 1.5b 
0.75 31.90 ± 3.6c 712.30 ± 17.6d - 
1.00 70.60 ± 3.2d 628.40 ± 20.0d 34.10 ± 2.5c 

     
Gallic acid 0.10 87.0 ± 0.2e   

Trolox 1.00 - - 8.0 ± 0.0d 
Values expressed as mean ± standard deviation. CETu = T. ulmifolia Crude Extract. 1% 
Antioxidant Activity, 2μM Trolox Equivalent (TE) g-1 dry weight (DW), 3µM mL-1 nitrite 
formed. Same letters within the same column indicate no significant differences among samples 
by Tukey test (p≤0.05). 
 

 

 

Figure 1. Micrographs (SEM) of maltodextrin microcapsules containing CETu at 2000x 
magnification (A and B). 
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Figure 2. Relative electrophoretic mobility test for evaluation of antiglycation activity: 1= 
BSA; 2= BSA+Ribose; 3= BSA+Ribose+AMG; 4= BSA+Ribose+CETu. 
 

 

 

 

Figure 3. Effect of different concentration of T. ulmifolia extract (CETu) and Trolox (positive 
control) on decay curve. Measured by changes in fluorescein intensity from 0 to 120 minutes. 
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Figure 4. Cytotoxic activity of the T. ulmifolia crude extract (CETu) at different concentrations 
(1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0624; 0.03125 and 0.015625 mg mL-1). Each bar represents MTT 
reduction (OD 492nm). Results with equal letters did not differ statistically (p≤0.05). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante da hipótese levantada e dos objetivos propostos é possível considerar que ambas 

as espécies Pyrostegia venusta e Turnera ulmifolia, apresentaram potencial para serem 

utilizadas como fonte de compostos ativos antioxidantes e antiglicante, principalmente 

flavonoides. 

P. venusta apresentou citotoxicidade em células de fibroblastos, o que reflete a 

possibilidade de utilização dessa espécie em linhagens de células tumorais. A T. ulmifolia não 

apresentou citotoxicidade pelo teste de MTT. 

Os extratos microencapsulados em maltodextrina por método de liofilização 

demonstrou eficácia da técnica aplicada, pois foi capaz de preservar o conteúdo polifenólico, 

que apresentou atividade antioxidante após liberação das microcápsulas. 

Pyrostegia venusta e Turnera ulmifolia podem ser consideradas espécies promissoras 

como fonte de compostos ativos, para aplicação em diferentes áreas da indústria farmacêutica, 

cosmética e alimentícia. 
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