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RESUMO

O uso de plantas com indicacdo de uso medicinal é uma pratica muito comum na regido em
que esta localizado o municipio de Itumbiara. A variedade de plantas utilizadas para esse fim
é grande, e elas sdo facilmente encontradas em feiras livres na cidade. Entre elas esta a
Hymenaea stigonocarpa (jatoba-do-cerrado). A planta Hymenaea stigonocarpa sdo
relacionados variados usos, como: O fruto do jatoba é preenchido por um p6 amarelado de
forte cheiro, comestivel, com grande concentracdo de ferro, indicado para anemias crénicas;
Da casca da arvore ¢ feito um chd, também chamado “beberagem da vida” e popularmente
conhecido como o vinho do jatoba, é estimulante e fortificante. A folha do jatoba-do-cerrado
parece um par de pulmdes, o que ja indicaria suas propriedades medicinais no fortalecimento
das vias respiratorias superiores e aparelho cardiovascular. Apesar da sua utilizacdo na
culinaria regional, existem poucas informacBes disponiveis sobre a planta Hymenaea
stigonocarpa, no que diz respeito a atividade antioxidante do oOleo essencial e de extratos
etandlicos obtidos da casca e polpa do fruto. O presente trabalho objetivou quantificar o teor
de polifendis totais e verificar a atividade antioxidante da casca, folhas e fruto de Hymenaea
stigonocarpa (jatobd), a fim de avaliar o potencial de aproveitamento dessa espécie e
contribuir para a caracterizacdo quimica da mesma. A andlise de polifendis totais foi realizada
com os extrativos metanol:dgua (MA) e acetona:agua (AA). Os extratos acetona/agua
apresentaram maior teor de fendis totais, para casca (95,04 + 5,40 mgEAG/qg), folhas (66,56 +
0,80 mgeEAG/Q) e frutos (44,505 + 0,22 mgEAG/qg) para as partes da planta estudadas. Os
extratos acetona/agua da casca (75,24 = 4,35 mgEC/g) e do fruto (32,95 + 2,16 mgEC/q)
apresentaram maiores teores de proantocianidinas. A atividade antioxidante foi determinada
pelo radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) seguindo o método descrito por
Lima (2008). Todos os extratos das partes estudadas apresentaram atividade antioxidante,
com percentagem de inibicao do radical DPPH de 10,63 % para o extrato etanolico do fruto a
85,30% para o extrato etandélico da folha.

Palavras-chave: Compostos polifendlicos, atividade antioxidante, jatoba-do-cerrado,
Hymenaea stigonocarpa.



ABSTRACT

The use of plants with indication of medicinal use is a very common practice in the region in
which is located the city of Itumbiara. The variety of plants used for this purpose is great, and
they are easily found at free fairs in the city. Among them is the Hymenaea stigonocarpa
(jatoba-do-cerrado). Hymenaea stigonocarpa plant are varied uses, related as: the fruit of the
jatobd is populated by a yellowish powder with a strong smell, edible, with high
concentrations of iron, indicated for chronic anemia; The bark of the tree is made some tea,
also called "drink of life" and popularly known as jatob4, wine is stimulant and tonic. The leaf
of the jatoba-do-cerrado seem a pair of lungs, which would indicate its medicinal properties in
strengthening of the upper respiratory tract and cardiovascular system. Despite its use in
regional cuisine, there is little information available about the Hymenaea stigonocarpa plant
with regard to their essential oil and antioxidant activity of etandlicos extracts obtained from
the peel and pulp of the fruit. The present work aimed to quantify the total polyphenol content
and antioxidant activity check the bark, leaves and fruit of Hymenaea stigonocarpa (jatoba)
in order to assess the potential of utilization of this species and contribute to the chemical
characterization of same. The analysis of total polyphenols was carried out with the extractive
methanol: water (MA) and acetone: water (AA). Acetone/water extracts presented more total
phenols content, for shell (95.04 = 5.40 mgEAGgQ), leaves (66.56 £ 0.80 mgEAGgQ) and fruit
(44.505 £ 0.22 mgEAGQ) for parts of the plants studied. Acetone/water extracts of the bark
(75.24 £ 435 mgECg) and fruit (32.95 + 2.16 mgECg) showed higher levels of
Proanthocyanidins. The antioxidant activity was determined by the stable free radical 2.2-
diphenyl-1-picril-hidrazila (DPPH) by following the method described by Lima (2008). All
extracts of the parties studied showed antioxidant activity, with percentage of inhibition of
DPPH radical 10.63% ethanolic extract of the fruit to the ethanolic extract to 85.30% of leaf.

Keywords: Polyphenolic Compounds, antioxidant activity, jatoba-do-cerrado, Hymenaea
stigonocarpa.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Uma planta pode ser considerada medicinal quando possui substancias em uma ou
mais partes que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou como precursores de farmacos
semissintéticos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A histdria do uso de plantas no tratamento de enfermidades é tdo antiga quanto a
historia da humanidade. A medicina popular e o conhecimento da flora medicinal passada
pelos ancestrais e seus diagndsticos perderam seus significados com o processo de
modernizacdo, mas 0 uso de plantas para curar doencas continuou até os tempos atuais
(PINTO, 2008).

Estima-se que cerca de 80% da populagédo brasileira faz uso de produtos de origem
natural, basicamente com base em plantas medicinais, que fazem parte da medicina popular e
fitoterapica (FOGLIO, et al, 2006).

Apesar do alto consumo de plantas medicinais no Brasil, ha falta de conhecimento
guanto aos compostos presentes e a toxicidade dos mesmos. Um melhor conhecimento sobre
as plantas medicinais é de vital importancia para a protecdo de pacientes submetidos a
tratamento por plantas medicinais (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

1.1.1 A FAMILIA DAS LEGUMINOSAS (Fabaceae)

A familia boténica Leguminosae € uma das mais importantes nos trépicos,
apresentando representantes herbaceos, arbustivos e arboreos distribuidos em mais de 650
géneros (POLHIL et al., 1981), com os mais diferentes usos (consumo humano e animal,
energia, movelaria, enriquecimento do solo, etc.). Essa grande diversidade a coloca como
estratégica no que diz respeito a sustentabilidade ecoldgica, econémica e social,
principalmente no Brasil. Do ponto de vista ecoldgico, destaca-se sua ampla ocorréncia e
adaptacdo nos diversos biomas brasileiros (SIQUEIRA; FRANCO, 1988).

1.1.2 A ESPECIE Hymenaea stigonocarpa

O estudo das plantas medicinais e suas aplica¢fes na cura de doengcas combinam com
0s ensinamentos do oriente, com as tradices indigenas e remédios populares,
complementados pela pesquisa cientifica moderna, sendo muito importante conhecer cada

parte da planta a ser utilizada, ja que as vezes, diferentes partes de uma mesma planta servem
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para tratar diferentes males, além de existirem ervas toxicas e combinagdes que ndo sdo
aconselhadas. O uso tradicional pode ser encarado como uma pré — triagem quanto a
propriedade terapéutica, isso ndo implica em admitir que plantas medicinais ou remedios
caseiros sejam destituidos de toxicidade (ELISABETSKY, 2003).

O Cerrado, que ocupa 25% do territorio brasileiro, é o segundo maior bioma da
América do Sul, perdendo em tamanho somente para a Floresta Amazénica. Sua flora
riquissima s6 agora comeca a ser conhecida, existindo cerca de 1000 espécies de arvores,
3000 espécies de ervas ou arbustos e quase 500 trepadeiras, e dentre estas se encontra a
Hymenaea stigonocarpa (jatoba-do-cerrado) (PASTORE et al., 2007).

O jatoba-do-cerrado é uma planta que tem grande atracdo humana visando o uso de
sua madeira e consumo de seus frutos. Segundo Lima (2011), conhecer a biometria de frutos €
importante para acrescentar dados morfolégicos a espécie e, suas variacdes em diferentes
locais podem ser encaradas como resultado de selecdo e adaptacdo das espécies em resposta
as pressdes do ambiente em que vivem. Pode-se destacar o uso de algumas partes desta
planta:

- O fruto do jatoba (Figura 1a) é um legume indeiscente (fruto que permanece fechado apos
atingir maturacdo), de casca bastante dura. Cada legume costuma ter duas sementes e é
preenchido por um pd amarelado de forte cheiro, comestivel, com grande concentracdo de
ferro, indicado para anemias cronicas (LIMA, 2011).

- Da casca da arvore (Figura 1b) ¢ feito um cha, também chamado “beberagem da vida” e
popularmente conhecido como o vinho do jatoba, é estimulante e fortificante. Atualmente é
utilizado na medicina popular para fazer cha contra gripe, bronquite, catarro no peito, diarreia,
vermes, fraqueza, colicas, infec¢bes na bexiga, para ajudar na digestdo, para lavar ferimentos
e para irritacdes vaginais e até no tratamento de cancer de préstata (CARVALHO, 2007).

- A folha do jatoba-do-cerrado (Figura 1c) parece um par de pulmdes, o que ja indicaria suas
propriedades medicinais no fortalecimento das vias respiratérias superiores e aparelho
cardiovascular (CARVALHO, 2007).
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Figura 1 —1a. Fruto de jatoba-do-cerrado.1b. Casca de jatoba-do-cerrado. 1c. Folhas de jatoba-do-cerrado.

Fonte: permaculturabr.ning.com

1.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem um ou mais grupos hidroxila
ligados a anel aromatico (Figura 2), com um ou mais grupos substituintes (como hidroxilas,
carboxilas e metoxilas, etc.). Sdo produzidos por duas vias metabolicas, sendo a rota do
chiquimato responsavel por aproximadamente 60% dos compostos produzidos pelas plantas e
a via do acetato por 40% (CASTRO et al , 2004).

Figura 2. Estrutura do fenol (hidroxibenzeno).

OH

Fonte: MACHADO, 2008.

Estudos indicam que os compostos fenolicos podem apresentar efeitos bioldgicos
benéficos como atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e anticarcinogénica
(ABE et al, 2007). Além disto, alguns compostos fendlicos apresentam atividade antisséptica,
anestésica, cicatrizante podendo ainda inibir varios processos vitais como respiracao, floracao,

transporte de glicose, sintese de celulose, etc. (CASTRO et al , 2004).

1.2.1 FLAVONOIDES

Flavonoides sdo compostos com base em uma estrutura C6-C3-C6 (Figura 3)
largamente distribuidos na natureza e a muitos deles se atribui atividade antioxidante, aroma
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dos alimentos, coloragdo de flores e defesa das plantas contra raios UV, fungos e bactérias. Os
flavonoides podem ser classificados de acordo com as substitui¢cfes na estrutura basica. Os
principais grupos sdo flavononas, flavonas, isoflavonas, chalconas e antocianidinas (CASTRO
et al., 2004).

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: MACHADO, 2008.

De acordo com Machado e colaboradores (2008), os flavonoides possuem
propriedades como protecdo contra raios ultravioleta, protecdo contra microrganismos
patogénicos, atividade antioxidante, acdo alelopatica e inibicdo de enzimas. Podem também
apresentar acdo anti-inflamatoria, antialérgica, atividade antitumoral, antihepatotoxica,
antiulcerogénia, antiplaquetaria, antimicrobiana e antiviral (PINTO et al., 2000).

A polimerizacdo de flavonoides como flavan-3-ol e flavan-3,4-diol d& origem aos
taninos condensados ou proantocianidinas (Figura 4), que recebem este nome por causa dos
pigmentos avermelhados semelhantes aos das antocianidinas (AMORIM et al, 2005). Essa
classe de compostos é amplamente encontrada principalmente em plantas de grande porte,

podendo estar presentes nas folhas, flores, frutos e raizes (CASTRO et al, 2004).

Figura 4. Modelo de estrutura de um tanino condensado.

OH

Fonte: (PELL; MBUGUA,; SCHOFIELD, 2001).
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1.3 ESPECTROFOTOMETRIA NO UV- VISIVEL

A espectrofotometria no UV-visivel permite identificar e quantificar cromdéforos que
exibem a caracteristica de absorver luz na faixa compreendida entre 200 a 850 nm.

A espectroscopia na faixa do visivel (400 a 850 nm) para compostos fendlicos so é
possivel através de uma reacdo especifica de modo a se obter um produto colorido em
proporcéo linear ou direta a quantidade de material fenolico presente nas amostras (CHANG,
2000).

O ensaio para a determinacdo de fendis totais emprega o reagente de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965), que consiste na mistura dos &cidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, na qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacgéo 6+,
porém, em presenca de certos agentes redutores, como os compostos fenolicos, formam-se o0s
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos
metais estd entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (NACZK;
SHAHIDI, 2004; IKAWA et al, 2003). Este reagente de cor amarela oxida os fenolatos e
reduz os acidos deste reativo para dar lugar a um complexo azul de molibdénio-tungsténio,
registrado a 760 nm.

A determinacdo quantitativa de taninos condensados (proantocianidinas) em extratos
vegetais, pelo método da vanilina, e se baseia na reacdo da vanilina com o anel A substituido
na posicdo meta de um flavanol que leva a formacgdo de um grupo croméforo que absorve na
faixa em torno de 500 nm (MORAIS et al, 2009). A Figura 5 mostra a reacdo da vanilina
com um residuo de uma proantocianidina. Uma das vantagens de se usar este método € que o
padrdo de substituicdo do anel B ndo interfere nesta analise. O mecanismo envolve uma
reacdo do aldeido aromatico, a vanilina, com um anel meta-substituido dos flavonais,
conferindo uma cor vermelha, enquanto para MBA a reagdo baseia-se na despolimerizagéo
oxidativa das proantocianidinas em meio acido na presenca do ion férrico conferindo assim,
um aumento a reprodutibilidade e sensibilidade ao ensaio (HAGERMAN, 2002).



19

Figura 5. Reagdo da vanilina com o anel A da proantocianidina

Fonte: (MORAIS et. al., 2009).

1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias capazes de controlar a
produgdo de radicais livres (R¢). O termo antioxidante significa “que impede a oxidagdo de
outras substancias quimicas” decorrente das reagdes metabolicas e fatores exdgenos, como
raios ultravioleta (TOVANI BENZAQUEN INGREDIENTES, 2009).

O metabolismo celular normal do corpo é responsavel pela producdo de radicais livres
e outras espécies reativas de oxigénio, que podem causar danos severos a biomoléculas
celulares, entre estes a molécula de DNA (LOUREIRO; DI MASCIO; MEDEIRQOS, 2002).
Antioxidantes, por sua vez, sdo substancias que retardam a velocidade dos processos
oxidativos, responsaveis pela formagéo dos radicais livres, conferindo importantes beneficios
a saude (PIETTA, 2000). Estas substancias podem ser sintéticas ou naturais. No entanto, o
uso de antioxidantes sintéticos tem sido evitado devido a suspeita de que estes possam
produzir efeitos carcinogénicos (BOTTERWECK et al., 2000). As plantas por sua vez, por
possuirem inimeros compostos, resultantes do seu metabolismo secundéario, podem ser fontes
de substancias antioxidantes.

Embora os compostos fendlicos estejam associados com a maioria dos antioxidantes
naturais (RAZAVI et al.2008), muitos outros compostos estdo sendo descobertos. Espécies do
género Aniba, por exemplo, sdo conhecidas pelo alto valor econdmico e pela composicao
quimica do seu 0leo, principalmente a espécie Aniba rosaeodora, conhecida como pau-rosa,
uma espécie bem explorada e com inimeras atividades bioldgicas ja descritas (MAIA et al.,
2007).
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Para determinar a atividade antioxidante exercida em extratos de amostras e
substancias isoladas, um dos métodos mais usados se define por avaliar a atividade
sequestradora ou antioxidante do radical livre DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
(SOUSA et al., 2007).

Muitas plantas medicinais contém grandes quantidades de antioxidantes, como 0s
compostos fendlicos, carotenoides e as vitaminas C e E que desempenham papéis importantes
na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres (DJERIDANE et al.,2006). Nesse contexto,
plantas que sdo popularmente conhecidas com alguma finalidade terapéutica, que néo
possuam estudos comprovando seus efeitos, tornam-se alvo central de pesquisas que visam 0

desenvolvimento de novos farmacos que possam auxiliar no tratamento de doencas.

1.4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: TESTE DE REDUCAO DO RADICAL DPPH

O aumento do processo oxidativo das células, esta diretamente relacionado com varias
patologias degenerativas, incluindo cancer, doencas cardiovasculares, mal de Alzheimer e de
Parkinson e outras doencas inflamatdrias e imunolégicas. Nesse sentido, tem-se evidenciado
um aumento nos estudos relacionados a antioxidantes em farmacos, cosméticos, alimentos e
produtos naturais, com intuito de combater ou minimizar os efeitos danosos do estresse
oxidativo (TOMEI; SALVADOR, 2007).

Segundo Tomei e Salvador (2007), com o aumento nas pesquisas acerca da analise
antioxidante, principalmente de produtos naturais, houve, consequentemente, uma crescente
busca e validacdo de metodologias analiticas sensiveis, de baixo custo e boa qualidade para
avaliar o status antioxidante de diferentes amostras. Dentre estas, as principais e mais
utilizadas séo o ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), ensaio de reducdo do
- caroteno, quimioluminescéncia do luminol, ensaio com reagente Folin-Ciocalteu, reducao
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ensaio TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity), ensaio FRAP (ferric reducing antioxidant power).

Esses métodos sdo classificados em diretos e indiretos. O ORAC, ensaio de reducao
do B- caroteno e quimioluminescéncia do luminol fazem parte do método direto que €
caracterizado pela presenca de uma competicdo entre um oxidante e o antioxidante. J& 0s
métodos Folin-Ciocalteu, reducdo do radical DPPH, ensaio TEAC, ensaio FRAP, sdo
classificados como indiretos e diferente da competicdo que ocorre nos métodos diretos, neste

acontece uma reacdo de oxirredugdo entre o oxidante e o antioxidante por transferéncia de
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elétrons e a intensidade da mudanca de cor que ocorre nessa reacdo é proporcional a atividade
antioxidante (CASTELO- BRANCO; TORRES, 2011).

De acordo com Alves e colaboradores (2010) além desses métodos citados, ainda
existem muitos que estdo sendo usados e estudados, ja que, devido aos diferentes tipos de
radicais livres e suas formas de atuacdo no organismo humano, dificilmente existira um
método eficiente e universal capaz de medir precisa e quantitativamente a atividade
antioxidante em diferentes meios, tanto hidrofobicos quanto hidrofilicos.

O metodo DPPH, foi sugerido inicialmente em 1950. Tempos depois, foi utilizado na
determinacdo antioxidante de fendis, alimentos e amostras bioldgicas. O radical DPPH é
muito instavel devido a disposicdo de elétrons desemparelhados por toda a molécula, sua
coloracdo é purpura e abrange uma banda de absorcdo de UV em etanol de 520 nm. Quando o
DPPH ¢ reduzido, perde a coloragdo original, ficando de cor amarelada. Essa mudanca de cor
ocorre devido a capacidade antioxidante de uma substancia especifica que consegue
sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina (figura 6) (ALVES et. al., 2010).

Figura 6. Reacdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante.
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Fonte: (ALVES et. al., 2010)

De acordo com Tomei e Salvador (2007) e Alves e colaboradores (2010), o método
DPPH baseia-se na capacidade deste em reagir com doadores de hidrogénio, e quando em
contato com antioxidantes receber H*, sendo dessa forma reduzido. O DPPH, devido a sua
estrutura, pode ser facilmente detectado por espectroscopia, sendo considerado um método
facil, preciso e reprodutivo na avaliacdo da atividade antioxidante.

Uma forma de representar os resultados de método é calcular a quantidade de
antioxidante capaz de sequestrar metade dos radicais livres DPPH presentes na solucdo, esse

indice é conhecido com ECsg. Nesse célculo, quanto menor o valor de ECso apresentado pelo
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extrato, menor quantidade do extrato sera necessario para reduzir a metade do radical e maior
sera a atividade antioxidante (LIMA, 2008).

2 OBJETIVOS
O trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade antioxidante e quantificar os
compostos fendlicos dos extratos etandlico e aquoso de partes da planta Hymenaea
stigonocarpa. E como objetivos especificos:
v' Obter e quantificar os extratos etandlico e aquoso da casca, folhas e fruto de
Hymenaea stigonocarpa;
v Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etanélico e aquoso da casca, folhas e
fruto de Hymenaea stigonocarpa;
v Quantificar os compostos polifendlicos da casca, folhas e fruto de Hymenaea

stigonocarpa;
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3 METODOLOGIA
3.1 COLETA DA ESPECIE

As amostras de cascas, folhas e fruto (polpa) foram coletadas no municipio de
Itumbiara — GO. Os materiais transportados ao laboratério do IFG- Campus Itumbiara, onde
as amostras foram submetidas ao processo de secagem (umidade inferior a 10%) e moagem.
O po obtido foi guardado em frasco ambar e sob refrigeracdo em freezer a -18 + 5°C até o

momento das analises.
3.2 ANALISES QUIMICAS

As andlises quimicas foram realizadas no IFG- Campus ltumbiara e no Laboratorio de

Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.
3.3 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Para determinar o teor de umidade, foram pesados 5g de cada amostra em cépsula de
porcelana, previamente balanceada. Feito isso, as amostras foram colocadas em estufa, a
105°C, por aproximadamente 8 horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Apds esse
tempo, retiradas e colocadas em dessecador até atingir a temperatura ambiente; depois disso,
as amostras foram pesadas e o calculo da umidade expresso pela diferenca de peso (massa

inicial — massa final). O teor de umidade foi expresso em % pela seguinte equacao:

100.N

B = Umidade

(equacao 1)
Onde:

N = (massa inicial — massa final)

P =n° de gramas da amostra

3.4 ANALISE DOS POLIFENOIS

3.4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS POLIFENOLICOS

3.4.1.1 METANOL-AGUA 4:1(V V)

Cerca de 10,00 g de amostra moida foram colocadas em um béquer com 300,0 mL da
mistura metanol-agua 4:1(v v'!). A mistura foi deixada por 24 horas em temperatura ambiente,

com agitagdo e no escuro e depois filtrada. Do filtrado obtido retirou-se uma aliquota de 10,0
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mL para célculo de rendimento expresso (pela média da massa inicial correspondente a (1mL)
de extrato menos a massa final) . Essa aliquota foi levada ao processo de secagem em béquer
previamente calibrado e sua massa obtida ap6s 18 horas em estufa a 105 °C. O restante do
filtrado obtido foi evaporado a temperatura igual ou inferior a 40 °C para eliminar o metanol.

A esse extrato foi dado o nome de MA.
3.4.1.2 ACETONA-AGUA 7:3 (V V1)

Cerca de 10,00 g de amostra moida foram colocadas em um béquer com 300,0 mL da
mistura acetona-agua 7:3 (v v-1). Deixou-se a mistura por 24 horas em temperatura ambiente,
com agitacdo e no escuro e depois foi filtrada. Do filtrado obtido retirou-se uma aliquota de
10,0 mL para calculo de rendimento expresso (pela média da massa inicial correspondente a
(ImL) de extrato menos a massa final). Essa aliquota foi levada a secura em béquer
previamente calibrado e sua massa obtida ap6s 18 horas em estufa a 105 °C. Evaporou-se 0
restante a temperatura inferior ou igual a 40 °C para eliminar a acetona. A esse extrato foi
dado o nome de AA.

3.4.2 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

Retirou-se 0,1 mL dos extratos brutos (MA e AA) e diluiu com 4gua até o volume de
50,0 mL. Desta solucdo, retirou-se uma aliquota de 0,5 mL que foi transferida para um tubo
de ensaio. Foi adicionado 2,5 mL de uma solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu a 10
% e 2,0 mL de uma solucdo recém-preparada de carbonato de sédio a 7,5 %. Manteve-se a
mistura por 5 minutos em banho aquecido a 50 °C; em seguida, leu-se a absorvancia a 760
nm. Fez-se, também, uma curva de calibracdo com solug¢bes aquosas de acido galico em
diversas concentragdes contra um branco sob as mesmas condi¢cdes. A concentracdo das

amostras foi determinada a partir da equacédo da reta obtida por regressao linear.
3.4.3 DETERMINACAO DE PROANTOCIANIDINAS

Retirou-se 0,1 mL de cada extrato bruto (MA e AA), e diluiu com &gua até o volume
de 10,0 mL. Em um tubo de ensaio, colocou-se 1,0 mL do extrato diluido e adicionou-se 2,0
mL de uma solugdo recém-preparada de vanilina em acido sulfarico 70% na concentragdo de
10,0 g LY. Aqueceu-se a solugdo resultante em banho de agua a 50 °C por 15 minutos.
Registrou-se a absorvancia a 500 nm. Juntamente com 0s extratos, preparou-se uma curva de
calibracdo com catequina. Tanto as amostras quanto os padrfes da curva de calibracdo

passaram pelo mesmo tratamento. A leitura foi feita contra um branco. Os resultados foram
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expressos em equivalentes de catequina (HAGERMAN, 2006). A concentragdo das amostras
foi determinada a partir da equagéo da reta obtida por uma regressao linear.

3.5 OBTENCAO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO PARA TESTE DE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos foram obtidos por extracdo em aparelho de Soxhlet utilizando-se dois
solventes distintos: etanol e agua. Cerca de 10 g de amostra foram colocadas em um cartucho
de papel de filtro, que por sua vez é colocado no interior do aparelho de Soxhlet. Logo apds
conectou-se um baldo contendo o solvente de extragdo, e um condensador de refluxo. Ao
preencher totalmente o cilindro, o solvente ja com a substancia extraida, foi sifonado para o
baldo onde 0 mesmo encontrava-se inicialmente, e 0 processo se reinicia até que a extracao
seja completa. Todas as extracdes foram feitas até se verificar a total descoloracdo do
solvente. Os extratos foram guardados em frascos ambar, sob refrigeracdo, até ensaio com
DDPH.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CALCULO DE CEsp

A atividade antioxidante foi determinada através do radical livre estavel 2,2-di (4-
toctilfenil)-1-picrihidrazila (DPPH* ) seguindo o método descrito por Lima (2008). Preparou-
se uma solucdo de DPPH*, 50 pg mL™* em metanol, construiu-se uma curva analitica com
diferentes concentragdes (5,10, 20, 30, 40 e 50 pg mL?). Para quantificacdo dos extrativos
soltveis, 1,00 mL de cada extrato foi recolhido e seco num frasco calibrado a 105°C, durante
6 horas em estufa e depois, resfriado a temperatura ambiente em dessecador e pesado. Os
extratos obtidos etandlicos foram diluidos em metanol nas concentrac6es de 1000, 800, 600,
400, 200 e 100 pg mL™. Para avaliar a atividade antioxidante foram colocados 0,3 mL de
cada concentracdo das amostras e 2,7 mL da solucdo previamente preparada de DPPH* em
tubos de ensaio em duplicata. Foi feito um branco nas mesmas condi¢Ges, com todos 0s
reagentes, exceto a amostra. Posteriormente foram feitas as leituras a cada 15 minutos durante
1 hora no comprimento de onda de 517 nm, em um espectrofotdmetro Shimatzu UV- 160 1
PC.

Seguindo ainda a metodologia de Lima (2008), para obtencédo do CEso (concentragao
de inibicdo de 50% do DPPH°®), calculou-se a porcentagem de DPPH® remanescente,

empregando a equacéo 2:

% DPPH* rem = {[ DPPH* ] am /[ DPPH*]bran} * 100 (equacéo 2)
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Em que: [DPPH*] am: concentracdo de DPPH* na concentracdo avaliada (extrato), [DPPH*]

bran: concentragédo de DPPH* no branco (todos os reagentes exceto a amostra).
Para obter-se a porcentagem de DPPH* inibido pelas amostras, utilizou-se a equagéo 3:

% E =100 - % DPPH* REM (equacéo 3)

E para obtencdo da CEsp, plotaram-se os valores de % DPPH®* versus as concentrages

das amostras analisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A determinacdo do teor de umidade foi realizada por diferenca de peso. Assim, a
casca, folhas e fruto apresentaram os respectivos valores: 12,45% + 3,09, 48,47% + 0,015 e
20,42 + 0,08. As amostras foram coletadas num mesmo periodo, e partir desses dados pode-se

perceber que as folhas de Hymenaea stigonocarpa apresentaram um maior teor de umidade.

4.2 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS PELO METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU.

A partir da obtencdo dos extratos brutos foi possivel determinar os rendimentos dos
mesmos (Tabela 1). Sobre os rendimentos obtidos, os extratos metandlicos apresentaram

maior rendimento para as amostras de casca, folhas e fruto.

Tabela 1. Rendimento dos extratos brutos.

Extratos Rendimento (mg g)
Casca Folhas Fruto
Metanol/agua (MA)  1855%5,1 300,80 + 1,60 534,05 + 14,30
Acetona/agua (AA)  143,1 + 4,56 231,20+ 1,83 532,80 + 6,30

Fonte: Arquivos pessoais.

Na andlise do teor de compostos fendlicos totais foi adotado o método de Folin-
Ciocalteau, o qual se fundamenta no processo de reducdo dos acidos fosfomolibidico
(H3sPMo012040) e fosfotungistico (HsPW12040). Quando em presenga de substancias fendlicas a
cor da solucdo muda de amarelo para azul (Figura 7) e pode ser quantificado em
espectrofotometro (MESSERSCHMIDT et al., 2011).

Figura 7: Reacdo tipica do acido galico com o ion molibdénio (Reagente de Folin-Ciocalteu).
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Fonte: OLIVEIRA, 2008.
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Para o célculo do teor de fendis totais (FT) foi construida uma curva de calibracéo de
acido gélico (Figura 8), a partir de concentra¢es conhecidas de acido galico (solucéo padréo),

em funcdo do consumo do reagente Folin-Ciocalteu.

Figura 8. Curva de Calibragéo do acido galico (absorvancia em fungio da concentragdo em pg mL™?)
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Fonte: Arquivos pessoais.

Segundo Lamounier (2010), no Brasil, os dois 6rgaos que regulamentam a validacdo
de métodos analiticos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO), sendo que a
ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99 e o INMETRO
considera um valor de r maior que 0,90 como sendo o usualmente requerido. Desta forma,
todas as curvas analiticas estdo dentro dos parametros brasileiros, por apresentarem tendéncia
de linearidade e coeficientes de correlacdo préximos de 1,0 (LAMOUNIER, 2010).

A Tabela 2 mostra os valores médios das absorvancias registradas no UV-VIS.

Tabela 2. Média das absorvéancias, em 760 nm, obtidas para as amostras analisadas.

AMOSTRAS Extratp Extrat,o
Metanol-agua Acetona-agua
Casca 0,270 £0,015 0,151 +0,007
Fruto 0,104 +0,011 0,086 +0,004
Folhas 0,468 +0,040 0,255 +0,099

Fonte: Arquivos pessoais.
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A partir da curva de calibragdo de &cido galico foi calculado o teor de fendis totais,
através da interpolacdo absorvancias, sendo os resultados expressos em miligrama de

equivalentes de &cido galico (EAG) por grama de amostra (Tabela 3).

Tabela 3. Quantificacdo de polifendis totais.

Extratos Polifendis totais (mg EAG.g?)
Casca Folhas Fruto
Metanol/agua 80,58 + 4,80 46,88 + 4,00 31,53+1,35
Acetona/dgua 95,04 + 5,40 66,56 + 0,80 44,505 + 0,22

Fonte: Arquivos pessoais.

Os dados apresentados acima mostram que 0s extratos acetona/dgua apresentaram
maior teor de fenois totais para as partes da planta estudadas. Para os extratos metanol/agua o

maior teor de fendis totais foi encontrado na casca.

4.3 DETERMINACAO DE PROANTOCIANIDINAS PELO METODO DA VANILINA.

Para a determinacdo da quantidade de taninos condensados presentes nos extratos da
casca, folha e fruto da Hymenaea stigonocarpa foi adotado o método da vanilina, em que se
baseia na reagdo da vanilina com os taninos formando um complexo vermelho (Figura 9), que
absorve na faixa de 500 nm. e pode ser quantificado por métodos espectrofotométricos
(PELL; MBUGUA; SCHOFIELD, 2001).

Figura 9. Reacéo da vanilina com o tanino condensado

CH,0 CH
R
composto vermelho
0

Fonte: (PELL; MBUGUA; SCHOFIELD, 2001).
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A partir da determinagéo das absorvancias obtidas para as amostras de concentragdes
conhecidas de catequina (solugdo padrédo), foi tracada uma curva analitica de calibracdo da
absorvancia pela concentragio em pg mL™* (Figura 10). A Tabela 4 mostra os valores médios

das absorvancias registradas no UV-VIS.

Figura 10. Curva de calibragdo da catequina (absorvancia em funcéo da concentragio em pg mL™?)
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Fonte: Arquivos pessoais.

Tabela 4. Média das absorvancias, em 500 nm, obtidas para as amostras analisadas.

AMOSTRAS Extratp Extrat,o
Metanol-agua Acetona-agua
Casca 0,694 +0,118 1,039 +0,007
Fruto 0,487 +0,018 0,541 +0,083
Folhas 0,895 +0,191 0,392 +0,070

Fonte: Arquivos pessoais.

A partir da curva de calibracdo da catequina foi calculado o teor de taninos
condensados, através da interpolacdo das absorvancias, sendo os resultados expressos em

miligrama de equivalentes de catequina (EAG) por grama de amostra (Tabela 5).
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Tabela 5. Quantificacdo de proantocianidinas.

Extratos Proantocinidinas (mg Ecatequina.g™?)
Casca Folhas Fruto
Metanol/agua 18,44 + 0,206 40,64 £5,97 8,44 + 0,02
Acetona/agua 75,24 £ 4,35 23,89 + 2,16 32,95+ 2,16

Fonte: Arquivos pessoais.

Os extratos acetona/dgua da casca e do fruto apresentaram maiores teores de
proantocianidinas que seus respectivos extratos metanol/dgua. O extrato metanol/agua do
fruto foi o que apresentou 0 menor teor desses compostos.

A quantificacdo do teor de taninos condensados € um tipo de teste pouco utilizado,
sendo assim ndo se encontrou analises com o teor de taninos condensados para outras espécies

de Hymenaea.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR DPPH

Na avaliacdo da atividade antioxidante analisa-se a capacidade da amostra em
sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (cor violeta) (Figura 11) que
absorve em 517 nm e que quando reduzido forma 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (cor amarela).
Esta mudanca de coloracdo é acompanhada através de leitura da absorvancia no
espectrofotometro UV-Visivel (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Figura 11. Estrutura do DPPH.

NO; NO,

NO,

Fonte: OLIVEIRA, 2008.

Os compostos antioxidantes protegem o0s sistemas bioldgicos contra os efeitos
maléficos de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio derivados do metabolismo normal ou

de origem externa que podem danificar varios tipos de macromoléculas celulares como
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lipidios, proteinas e DNA. Entre os compostos vegetais com atividade antioxidante, destacam-
se os polifendis. A principal classe de compostos fenolicos € representada por &cidos
hidroxicinamicos, encontrados em quase todas as plantas (NEBESNY e BUDRYN, 2003).

A partir da obtencdo dos extratos etandlico e aquoso, na extracdo pelo Soxhlet, foram

determinados os rendimentos apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Rendimento dos extratos brutos, para os extratos etanolico e aquoso.

Extratos Rendimento (mg g)
Casca Folhas Fruto
Etandlico 24,94 £ 0,58 343,39 + 17,60 130,36 + 15,00
Aquoso 70,31+10,75 700,40 + 7,16 383,61 +2,98

Fonte: Arquivos pessoais.

Os extratos aquosos apresentaram maior rendimento para as trés amostras e a folha
apresentou o maior rendimento no extrato aquoso e etandlico.

Para avaliar o teor de atividade antioxidante, construiu-se uma curva de calibragdo do
DPPH (Figura 12), tal gréfico permite determinar a concentragdo desse radical em fungdo da

absorvancia.

Figura 12. Curva de calibragdo do DPPH- (absorvancia pela concentragdo em pg mL™?)

Curva de Calibragao DPPH

0.9 -
0.8 -
0.7 A
0.6 A
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

O T T -1

0 20 40 60

y =0.0199x - 0.0455
R?=0.9959

Absorvancia ( 517 nm)

Concentrac¢do de DPPH (ug mL?)

Fonte: Arquivos pessoais.

A Figura 13 ilustra a variacdo da coloracdo da solucdo de DPPH frente a reacdo com

diferentes concentragdes dos extrativos, consequentemente a atividade antioxidante em cada
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concentracdo. Para andlise da atividade antioxidante foram feitas dilui¢des dos extratos
brutos, para que fosse possivel o registro das absorvancias. Assim, as amostras foram diluidas
para 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ug mL™.

Figura 13. Variag8o da coloracéo da solucdo de DPPH

1-Amostra com maior concentra¢do do extrato; 6- Amostra com menor concentracdo do extrato.
Fonte: Arquivos pessoais.

A Tabela 7 mostra os valores das absorvancias registradas, a 517 nm para as amostras

analisadas.

Tabela 7. Absorvancias obtidas, a 517 nm, para o0s extratos etandlicos e aquosos.

Concentragéo Extratos etandélicos Extratos aquosos
(Mg mLT) Casca Folha  Fruto Casca Folha  Fruto
100 0,312 0,216 0,759 0,335 0,242 0,741
200 0,201 0,081 0,704 0,219 0,087 0,721
400 0,158 0,075 0,754 0,118 0,087 0,676
600 0,106 0,073 0,735 0,135 0,087 0,653
800 0,123 0,075 0,730 0,125 0,088 0,662
1000 0,109 0,078 0,736 0,151 0,088 0,590

Fonte: Arquivos pessoais.

Os célculos foram realizados com base na concentragdo do DPPH em ug mL™*
calculado pela equacéo da reta (curva de calibracdo do DPPH), logo depois foi feito o calculo
da % de DPPH remanescente (equacdo 2), em seguida o célculo da % de inibi¢do(equacao 3)
O valores relativos a % de inibicdo das amostras analisadas estdo apresentados na tabela 8. E

por fim célculo CEso = % inibicao versus [das amostras].
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Tabela 8. % de inibicdo de radicais DPPH, nas concentracGes de 100 pg mL'e 1000 ug mL™.

% de inibicao

Extratos Etanolicos Extratos Aquosos
100 pg mL? 1000 pg mL? 100 pg mL?' 1000 pg mL?
Casca 60,34 82,86 57,12 77,29
Folha 70,17 85,30 67,32 84,20
Fruto 10,63 13,16 12,61 29,16

Fonte: Arquivos pessoais.

A partir dos valores obtidos para a % de inibicdo das amostras, foi construido um
grafico plotando-se a porcentagem de inibi¢do versus a concentracdo das amostras, para o
calculo do CEsg (Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19), que é expresso em concentracdo do extrato
(ug mL™) necessaria para inibir 50% do radical DPPH (ARGOLO et al., 2004).

Figura 14. Grafico da % de inibi¢do de DPPH* em fun¢ao da concentragdo do extrato etandlico da casca.
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Figura 15. Grafico da % de inibi¢do de DPPH* em fun¢ao da concentragdo do extrato etandlico da folha.
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Figura 16. Grafico da % de inibi¢do de DPPHe em fun¢do da concentragdo do extrato etandlico do fruto.
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Figura 17. Grafico da % de inibigdo de DPPH* em fun¢ao da concentragdo do extrato aquoso da casca.
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Figura 18. Grafico da % de inibi¢do de DPPH* em fun¢ao da concentragdo do extrato aquoso da folha
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Figura 19. Grafico da % de inibi¢do de DPPHe em fun¢ao da concentragdo do extrato aquoso do fruto.
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Observou-se que todos os extratos apresentaram atividade antioxidante frente aos
radicais DPPH. Os extratos etandlicos da casca e folha apresentaram maior inibicdo dos
radicais DPPH que 0s seus respectivos extratos aquosos. Ja para o fruto a maior inibicao foi
determinada para o extrato aquoso. Nas concentracdes utilizadas nesse estudo, houve pouca
variacdo da % de inibicdo entre a amostra mais concentrada e a de menor concentragéo.
Assim, foi possivel calcular o CEsp apenas para os extratos etandlico (CEso = 11,321 mg mL"
1y, e aquoso (CEso = 23,596 mg mL™) do fruto (Figuras 16 e 19). Para determinar os valores
de CEso para os demais extratos seriam necessarias testar novas diluicGes para as amostras, a
partir de concentragdes mais baixas.

Desta forma, a casca de Hymenaea stigonocarpa apresentou uma melhor capacidade
de sequestrar radicais livres do que as folhas e o fruto da mesma espécie. Pode-se observar
também que os extratos etandlicos apresentaram maior capacidade de sequestrar radicais
livres.

A melhor atividade antioxidante dos extratos aquosos pode estar relacionada com o0s
compostos de maior polaridade que possivelmente foram extraidos por esse solvente e que
ndo estdo presentes nos extratos etandlicos.

Segundo Martinez-Valverde, Periago e Provan (2000), a acdo antioxidante dos
compostos fendlicos reduz o risco de patologias, como o cancer e infec¢es sendo, portanto,
importante fator na oxidacdo lipidica. Contudo, de acordo com as partes estudadas, o
conteudo de polifendis totais varia, consideravelmente e depende também da parte analisada
(JORGE et al., 2009); no caso a casca, folhas e fruto. Dessa forma, a relagdo entre o teor de
polifendis totais e a atividade antioxidante pode sofrer variacbes sendo que o solvente

utilizado pode interferir na extragdo devido a polaridade do mesmo (JORGE et al., 2009).
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Nesse trabalho, portanto, ndo foi observada uma correlagéo entre a atividade antioxidante e o
teor de polifendis totais para os extratos analisados. Apesar das partes estudadas apresentarem
teores elevados de polifendis totais em equivalentes de acido galico, para os dois extrativos
(MA e AA), os valores foram maiores para o fruto, fato que pode estar associado ao alto teor

de ferro e nutrientes que esta parte em especifico possui.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O maior teor de fenois totais foi encontrado nos extratos acetona-agua. O maior teor
de taninos condensados foi encontrado nos extratos metanol-agua das folhas. De acordo com
a andlise do teor antioxidante, a % de inibicdo do radical de DPPH variou de 10,63% do
extrato etandlico do fruto a 85,30% do extrato etanolico da folha. De acordo com uma anélise
geral ndo foi observada uma correlacdo direta entre a atividade antioxidante e o teor de

polifendis totais para os extratos analisados.

Todos o0s extratos das partes estudadas apresentaram atividade antioxidante, com
percentagem de inibicdo do radical DPPH de 10,63 % para o extrato etandlico do fruto a
85,30% para o extrato etandlico da folha. O que demonstra presenca de potencial antioxidante
da planta.

Nesse trabalho, ndo foi observada uma correlagéo entre a atividade antioxidante e o
teor de polifendis totais para os extratos analisados. Apesar das partes estudadas apresentarem
teores elevados de polifendis totais em equivalentes de acido galico, para os dois extrativos
(MA e AA), os valores foram maiores para o fruto, fato que pode estar associado ao alto teor
de ferro e nutrientes que esta parte em especifico possui.

A investigacdo desses constituintes quimicos das folhas, fruto e casca da H.
stigonocarpa tem se mostrado uma contribuicdo importante para o estudo sobre as plantas

usadas pela populacdo e que constituem a flora da regiéo.
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