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RESUMO

PORTO, Cristian da silva. Potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de frutos e
folhas do pequi (Caryocar brasiliense Camb.). Dissertacdo de mestrado. Universidade
Estadual de Montes Claros, 2008.

O Caryocar brasiliense Camb., da familia Caryocaraceae, conhecido
popularmente por pequi, é encontrado em quase todo o Cerrado brasileiro, sendo sua principal
utilizagdo na culinéria e na industria agricola para extracdo de 6leos e producéo de licores.
Contudo, novas pesquisas tém revelado sua importancia farmacoldgica e nutricional dado seu
alto teor de compostos antioxidantes. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o potencial
antioxidante de extratos feitos a base de frutos e folhas do pequi, considerando a maneira de
obtencéo dos antioxidantes e o tipo de principio ativo responsavel por essa acéo. Para isso,
foram feitas extragcfes em amostras secas de folhas, mesocarpo e polpa, com a utilizagéo de
hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol, metanol e agua destilada. Foi realizado
fracionamento do extrato etandlico com a utilizacdo de hexano, éter de petroleo e cloroférmio.
Em cada extrato foram obtidos os rendimentos e foi avaliada a atividade antioxidante. Em
cada fragdo foram quantificados os niveis de compostos fenolicos totais, flavondides totais,
taninos e carotendides, além da atividade antioxidante. Também foram construidos perfis
cromatograficos em HPLC de cada fracdo. Conforme resultados, a atividade antioxidante nas
partes estudadas pode ser recuperada nos diferentes solventes utilizados, sendo melhor em
etanol, metanol e 4gua destilada. Maiores rendimentos de extratos foram obtidos com etanol e
metanol para folha e mesocarpo e com cloroférmio e acetato de etila para a polpa. O extrato
etandlico apresentou niveis de compostos fendlicos de 255,24, 265,48 e 9,01 mg/g, de
flavonoides de 143,56, 164,23 ¢ 2,23 mg/g, de carotenoides de 421,65, 243,38 e 40,72 nug/g,
respectivamente, para fragdes secas dos extratos de folha, mesocarpo e polpa. Taninos foram
observados em baixas concentracdes na folha e polpa. Observou-se também relacéo direta
entre niveis de flavondides, carotendides e atividade antioxidante nas fragdes estudadas. Pode-
se concluir que a atividade antioxidante do pequi € melhor recuperada em solventes mais
polares, sendo indicado o etanol como bom solvente de extracdo e que provavelmente
flavondides e carotendides sdo as principais substancias responséveis pela atividade

antioxidante do pequi.

Palavras chave: Caryocar brasiliense Camb.; pequi, atividade antioxidante, antioxidantes;
analise fitoquimica.



ABSTRACT

PORTO, Cristian da Silva. Antioxidant potential of extracts obtained from fruit and
leaves of pequi (Caryocar brasiliense Camb.).

The Caryocar brasiliense Camb., family Caryocaraceae, known popularly by
pequi, is found in almost all the Brazilian Cerrado, with its main use in cooking and in the
agricultural industry for oil extraction and production of liqueurs. New research has revealed
its pharmacological and nutritional importance given its high content of antioxidant
compounds. In this work, it was aimed to assess the potential of antioxidant extracts made
from fruit and leaves of pequi, considering the way of obtaining the antioxidants and active
principle responsible for this action. For this, extractions were performed on samples of dried
leaves, mesocarp and pulp, using hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol, methanol and
distilled water. Fractionation of ethanol extract was carried out using hexane, petroleum ether
and chloroform. In each extract were obtained income and was assessed the antioxidant
activity. In each fraction were quantified the levels of total phenolic compounds, total
flavonoids, tannins and total carotenoids in addition to the antioxidant activity. It was built in
HPLC chromatographic profiles of each fraction. As results, the antioxidant activity can be
recovered in different solvents used, and better in ethanol, methanol and distilled water.
Higher yields are obtained with extracts of ethanol and methanol for sheet and mesocarp and
with chloroform and ethyl acetate to the pulp. The ethanol extract showed levels of phenolic
compounds, 255.24, 265.48 and 9.01 mg/g, flavonoids, 143.56, 164.23 and 2.23 mg/g,
carotenoids, 421.65, 243.38 and 40.72 /g, respectively, for fractions of extracts of dried leaf,
mesocarp and pulp. Tannins were found in low concentrations in sheet and pulp. There was a
direct relationship between levels of flavonoids, carotenoids and antioxidant activity in
fractions studied. In conclusion, the antioxidant activity of pequi is better restored in most
polar solvents, and indicated the ethanol as a good solvent for extraction. Probably flavonoids

and carotenoids are the main substances responsible for the antioxidant activity of pequi.

Key-word: Caryocar brasiliense Camb; pequi, antioxidant activity, antioxidantes;

phytochemical analysis.
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1. INTRODUGCAO

A espécie Caryocar brasiliense, da familia Caryocaraceae, é conhecido
popularmente por pequi, piqui (do tupi, Pyqui, “py” casca e “qui” espinho), piquia-bravo,
améndoa-de-espinho, grdo-de-cavalo, pequid, pequia-pedra, pequerim e suari (SILVA et al.,
2001). Abrange todo o Cerrado brasileiro, sendo encontrado principalmente em regides de
cerradao, cerrado denso, cerrado ralo, com distribuicdo nos Estados da Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Rio
de Janeiro, S&o Paulo e Tocantins (ALMEIDA et al., 1998).

E uma planta semidecidua, helitfita e seletiva xerdfita, de formagbes primarias e
secundarias (SANTOS et al, 2004). Suas arvores podem atingir até dez metros, seus troncos
sdo retorcidos, as raizes pivotantes e profundas, o que lhe permite desenvolver em solos rasos,
arenosos e pobres em nutrientes, sendo encontrado em regides semi-aridas e montanhosas
(ANTUNES et al., 2004).

O pequizeiro floresce durante os meses de agosto a novembro, com os frutos
iniciando a maturacdo em meados de novembro, podendo ser encontrados até inicio de
fevereiro (ALMEIDA et al., 1998). As flores sdo normalmente branco-amareladas do tipo
pincel (estames), polinizadas por morcegos e insetos. A frutificacdo ocorre entre novembro a
fevereiro (VERA et al., 2005; SANTOS et al., 2004). O fruto é composto por trés partes
bésicas: a casca, por¢do externa, grossa e esverdeada; 0 mesocarpo, parte menos consistente,
de coloragéo verde claro, ficando entre a casca e o endocarpo; e o endocarpo, separado em
trés porcOes, a polpa (ou putdmens) de coloragdo amarelada, recobrindo o carogo; o
endocarpo espinhoso e, mais internamente, a améndoa (VIEIRA et al., 2005; MATQOS, 2007).

A principal exploracdo do pequi é o uso de seus frutos na culinéria e na industria
agricola para extragcdo de 0leos e producédo de licores. Entretanto, sdo inimeras as aplicacdes
do fruto, da casca, do 6leo, do caule, da flor e das folhas desta planta. Possui madeira de 6tima
qualidade, pesada e de boa durabilidade, podendo ser empregada como lenha, matéria prima
para xilografia, construcdo civil e naval, dormentes, fabricacdo de moveis e fonte de carvéo.
Sua casca é util na fabricacdo de tinta, fornecendo amarelo-castanho, usado pelos tecelGes em
curtumes (BRANDAO et al., 2002; PEREZ, 2004). Suas flores tém grande beleza podendo
ser empregadas em ornamentagdo. Do fruto, a casca e 0 mesocarpo verde sdo aproveitados
como racdo animal, sendo muito energético e nutritivo (ARAUJO et al., 1994). Os frutos
contém vitamina A, Bi, By, C, E, fosforo, cobre e ferro (SANTOS et al., 2004), também

apresenta tiamina, proteinas, carboidratos, sais minerais e um gama de metabdlitos



secundérios (BRANDAO et al., 2002). Dentro da medicina popular, existem relatos de seu
uso em tratamento de problemas respiratdrios, como afrodisiaco, energéticos e supressores da
avitaminose, sem falar da recente aplicacdo cosmética na fabricacdo de creme e xampu
(ARAUJO et al., 1994; OLIVEIRA et al., 1999). O 6leo da polpa tem efeito tonificante, além
de atuar contra bronquites, gripes, resfriados e no controle de tumores. Suas folhas séo
consideradas adstringentes, além de estimular a producéo da bilis (CHEVES, 1997).

Pela importancia que a planta tem dentro do ecossistema do Cerrado e para a flora
do Brasil como um todo, estudos tém sido desenvolvidos no sentido de se explorar suas
potencialidades. Destacam-se, mais recentemente, estudos sobre o0 seu potencial
antibacteriano (FERREIRA e JUNQUEIRA, 2007; FERREIRA, 2007), antifangico
(MARQUES, 2002), no controle de leshimanioses (PAULA et al., 2006) e antioxidante
(RAMOS et al. 2001; SANTOS et al., 2004; PAULA et al., 2006; ROESLER et al., 2007;
ARAUJO et al., 1994; KHOURI et al., 2007; LIMA, 2008; ROESLER et al., 2008). Sob esse
altimo aspecto, estudos tém centrado no uso da polpa e da castanha, que séo as partes
comestiveis, no combate a danos oxidativos, sobretudo, de doencas cardiovasculares
(GLISOLIA et al., 2007; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SANTOS & BLANT, 1998).
Poucos estudos exploram o uso do mesocarpo e das folhas para esse fim. No entanto, Oliva
(2006); Barbosa (2008) e Roesler et al. (2008), destacam o potencial destas partes da planta.

Os antioxidantes sdo compostos com acdo direta ou indireta sobre espécies
oxidativas, neutralizando agdo destas (ANDRADE et al., 2007; GONZALES et al., 2001;
ARAUJO, et al., 2005). Eles podem ser sintéticos ou naturais. Dentre 0s sintéticos, os mais
conhecidos séo Hidroxianisol de Butila (BHA), Hidroxitolueno de Butila (BHT) (DUARTE et
al., 2006). Dentre os naturais existem 0s enzimaticos como as enzimas Glutation-Peroxidase,
Catalase, Metionina-Redutase e Superdxido-Dismutase (SOUZA et al., 2007) e 0s nédo
enzimaticos, podendo ser citadas substancias da classe de fendis, acidos fendlicos e seus
derivados, flavonoides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, acido ascérbico,
pigmentos, esterdis (ROESLER et al., 2007; MELO et al., 2006; GIL et al., 2005).

O interesse em se obter novas fontes de antioxidantes naturais é crescente e visa,
principalmente, substituir do uso dos antioxidantes sintéticos, que conforme alguns autores
(BIANCHI e ANTUNES, 1999; DAVID et al., 2002; DEGASPARI et al., 2004) podem
causar danos a saude humana como céancer, aumento do peso do figado e significativa
proliferacdo do reticulo endoplasmatico celular (DEGASPARI et al.,, 2004; MELO et al.,
2006). Em adigdo, estudos clinicos e epidemioldgicos tém mostrado evidéncias de que

antioxidantes naturais de fontes vegetais como fendis encontrados nos cereais e frutas sdo os



principais fatores que contribuem com significativa redugéo da incidéncia de doencas cronicas
e degenerativas (ROESLER et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Dentre os compostos antioxidantes encontrados no pequi sdo destacados 0s
carotendides, que estdo presentes em quantidades consideraveis na polpa, e compostos
fenolicos, que de forma semelhante a outras plantas sdo citados como principais substancias
responsaveis pela atividade antioxidante observada (ROESLER et al., 2008).

Ainda séo poucos os estudos envolvendo a acdo antioxidante do pequi, sendo que
na maioria deles as avaliagcdes foram feitas em extratos brutos. De acordo com Roesler et al.
(2007), estudos mais detalhados ainda sdo necessarios para uma melhor avaliagdo. S&o
necessarios estudos que respondam perguntas tais como: qual a parte da planta tem melhor
acdo quantitativa e qualitativa no combate de radicais livres? Ou que composto(s) é/séo
realmente de interesse?

Neste contexto, este estudo objetivou-se avaliar o potencial antioxidante de
extratos obtidos a partir de frutos e folhas do pequi, considerando a maneira de obtencdo dos

antioxidantes e o tipo de principio ativo responsavel por essa agao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta do material vegetal

Folhas de Pequi foram coletadas no municipio de Montes Claros-MG, nas
proximidades das localidades de Miralta e Morro vermelho. As amostras foram colhidas no
inicio da manhd em 10 individuos adultos e em seguida foram acondicionadas em sacos
plasticos e encaminhadas ao Laboratorio de Boténica/Fisiologia Vegetal da Unimontes, onde
foram processadas. As coletas foram realizadas em Novembro do ano de 2007.

Os frutos foram adquiridos no mercado central de Montes Claros, onde se
comprou um saco contendo aproximadamente 110 frutos, dos quais foram aproveitados

apenas frutos com a casca aparentemente saudavel.

2.2. Preparo das amostras

Folhas: as folhas foram colocadas para secar em estufa com circulagéo forcada de
ar, por um periodo de 5 dias, & temperatura de 45°C. Apos secagem foram moidas em moinho
Tipo Willey até pulverizacdo (300 mesh). O p6 obtido foi acondicionado em recipiente de

vidro com tampa e estocado em freezer a -20°C até o preparo dos extratos.



Fruto: os frutos foram cortados separando o caroco, do qual foi retirada a polpa
com auxilio de uma faca, e 0 mesocarpo. A polpa e o mesocarpo foram separados e colocados
para secar em estufa com circulagdo forcada de ar, & temperatura de 45°C. Apds secagem o
material foi triturado em aparelho liquidificador e posteriormente peneirado para obtengédo do
material triturado (300 mesh). Este foi acondicionado em recipiente de vidro com tampa e

armazenado em freezer & -20°C até o preparo dos extratos.

2.3. Preparo dos extratos

Para escolher o melhor solvente na extracdo dos compostos com a atividade
antioxidante foram feitos extratos com utilizacdo dos solventes: hexano, cloroférmio, acetato
de etila, etanol, metanol e agua destilada.

A extragdo foi realizada em tubo tipo Falcon, onde foi adicionado o material
triturado (folha, mesocarpo ou polpa) e o solvente de extracdo na proporgédo de 2 gramas de
material para 10 mL de solvente. Apds adicdo do solvente os tubos foram agitados
manualmente e deixados para extragcdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 24
horas, foram centrifugados a 5000 RPM por 10 minutos e o liquido sobrenadante foi coletado
e considerado como extrato. Os extratos foram colocados para secar em estufa de circulagéo
forgada de ar, & 45°C, sendo em seguida armazenados em freezer (-20°C). Cada extracéo foi

realizada em 3 repetigdes.

2.4. Quantificacdo do rendimento dos extratos
O rendimento de cada extrato foi quantificado dividindo-se o peso dos extratos
secos pela quantidade de material triturado utilizada para extragdo (2 g), sendo expresso em

porcentagem da massa seca de material utilizado.

2.5. Avaliacdo da atividade antioxidante

O método utilizado para medir a acdo antioxidante neste estudo, consistiu em
avaliar por espectrofotometria a capacidade do extrato em reduzir o radical livre 2,2- difenil-
1-picril-hidrazila - DPPH" que tem coloracdo purpura (SOUZA et al., 2007). Neste método,
pela acdo de antioxidantes presentes no extrato, 0 DPPH é entdo reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com conseqliente desaparecimento da coloragdo
parpura e redugdo da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pela leitura em

espectrofotometro a 517 nm. A partir das leituras de absorgdo obtidas determina-se a



porcentagem de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres e/ou a porcentagem
de DPPH’ remanescente no meio reacional (GIL et al., 2005).

No procedimento, 0s extratos secos foram dissolvidos no respectivo solvente de
extracdo para uma concentra¢do de 10 pg/pL e uma aliquota de 20 pL foram adicionados a 3
mL de solu¢do DPPH na concentragdo de 40 pg/pL. Apds 30 de minutos de reagdo, sob
abrigo de luz, procedeu-se a leitura das absorbancias das amostras em espectrofotometro a
517 nm. Como controle utilizou-se a solugdo de DPPH na concentragdo citada anteriormente.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada conforme Melo
et al. (2006), pela equagéo:

* _ *
%AA:AbS Controle — Abs * amostra %100

Abs * Controle

Onde: Abs controle = absorbancia do controle (solucdo de DPPH sem

antioxidante) e Abs amostra = absorbancia da amostra (extrato) a ser testada.

2.6. Fracionamento dos extratos etanélicos

Apobs escolha do etanol como melhor solvente de extracdo para obtengdo de
antioxidantes nas trés partes do pequi utilizadas, foi realizado o fracionamento de extratos
etandlicos das trés partes da planta no sentido da purificagdo dos componentes quimicos
responsaveis pela acdo antioxidante observada.

A extracdo foi realizada em frascos de vidro onde foi adicionado o material
triturado (folha, mesocarpo ou polpa) e o solvente de extragdo na proporgdo de 200 gramas de
material para 1000 mL de solvente. Ap6s um periodo de 24 horas de extracdo, realizou-se
filtracdo do material e o filtrado considerado como extrato. Os extratos foram em seguida
deixados em estufa de ar circulante a 45° C até que o volume fosse diminuido e, em seguida,
foi adicionado &gua destilada em cada extrato na proporcédo de 45 ml de dgua para 105 mL de
extrato. Este procedimento foi realizado para que se proporcionasse uma melhor partigdo
durante o fracionamento.

O fracionamento foi realizado por partigdo liquido-liquido utilizando-se hexano,
éter de petréleo e cloroformio, com procedimento conforme esquematizado na figura 1.

Ao final do fracionamento foram obtidas quatro fracbes: hexanica, éter de
petréleo, cloroférmica e hidroalcodlica residual, para as trés partes da planta (folha,
mesocarpo e polpa). Cada fracdo foi acondicionada em frasco de vidro e armazenada ao

abrigo de luz até procedimentos seguintes.
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Figura 1: Esquema do procedimento de fracionamento dos extratos etandlicos de folha,

Coleta-se

mesocarpo e polpa do pequi usando hexano, éter de petroleo e cloroférmio.



2.7. Quantificagcdo dos rendimentos e atividades antioxidantes das fragbes dos extratos
etanolicos

De cada fragdo obtida, foi retirada uma aliquota de 10 mL que foi colocada em
placa petri e colocada para secar em estufa de ar circulante a 45°C. O rendimento foi
calculado dividindo-se o peso seco da fracdo pelo peso correspondente de material utilizado
para extracdo, sendo expresso em porcentagem. A avaliacdo da atividade foi realizada
conforme descrito no item 2,5 para as frag0es e para uma solugéo de quercetina.

Para cada fracdo e para a quercetina, também foi calculada a concentracdo
eficiente (CE50), sendo esta a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50%. A CE5O0 foi calculada a partir equagdes obtidas a
partir da regressdo quadratica da atividade antioxidante em funcdo da concentracdo dos

antioxidantes no meio de reagéo.

2.8. Estudo fitoquimico das frac¢fes dos extratos etanolicos
Para estudo fitoquimico, as fracbes secas foram diluidas em etanol para uma
concentragdo de 10 pg/uL e foram avaliados os teores de compostos fenodlicos totais,

flavondides totais, taninos e carotendides totais conforme metodologias seguintes:

Fenois totais - a quantificagdo dos compostos fendlicos foi feita segundo metodologia de
Follin Ciocalteau, descrita por Swain & Hillis (1959), também em triplicata. Foram
preparados tubos de ensaio contendo 3,6 mL de 4gua destilada, aos quais foram acrescidos 30
uL da fracdo diluida, 250 pL do reagente de Follin Cicalteau. Apds trés minutos foram
adicionados 400 pL de solucdo supersaturada de Carbonato de Sddio e entdo o volume foi
completado com 750 uL de &gua destilada, sendo o volume final 5,4 mL. Apds uma hora as
absorbancias das solugdes foram lidas em pectrofotdmetro a 725 nm. Para a quantificagdo dos
compostos fendlicos totais foi construida uma curva padréo utilizando a quercetina na faixa de
concentracdo de 5 — 40 pg. A quantidade de compostos fendlicos foi expressa em mg/g de

matéria seca.

Flavonoides totais — foram quantificados segundo metodologia de Santos & Blat (1998). Foi
preparada previamente uma solugdo 2% de cloreto de aluminio em metanol. De cada fraco
diluida foram retirados 20 pL, que foram colocados em tubos de ensaio e aos quais foram

adicionados 3 mL de metanol e 100 pL da solugdo de cloreto de aluminio. Cada tubo foi



agitado e apds 30 minutos, ao abrigo de luz, fez-se a leitura das absorbancias no comprimento
de 425 nm. Para a quantificacdo de flavonoides foi construida uma curva padrdo de

Quercetina (5 — 40 pg). A quantidade de flavondides foi expressa em mg/g de matéria seca.

Taninos - a quantificacdo de taninos seguiu a método de difusdo radial (HAGERMAN,
1987). Dez pL de cada fragdo foram aplicados em cavidades feitas em gel de agarose
contendo BSA (Bovine Serum Albumine) e depositado em placas de petri. De acordo com a
metodologia, & medida que os taninos presentes na fracdo difundem-se no gel, estes vao se
complexando com a albumina, desenvolvendo um halo de precipitacdo. As placas foram
lacradas com parafilm e colocadas em estufa 30 + 2 °C por 3 dias. Apos este tempo foi feita a
medida do halo. A é&rea do halo formado é proporcional a quantidade de tanino presente na
fracdo. Para quantificacéo, a &rea do halo obtida foi comparada a uma curva padréo, preparada
a partir de solugdes de 4cido tanico de concentracdes conhecidas.

Carotenoides totais - A andlise dos carotendides foi realizada seguindo-se as orienta¢des de
Rodriguez-Amaya (2001), com as adaptages necessarias para as anélises folhas e frutos do
pequi. Tomou-se uma aliquota de 1 mL de fracdo e adicionou-se 4 mL de acetona. Deixados
descansar por 4 horas ao abrigo da Luz. Em seguida foi acrescido a esta solucéo 5 mL de éter
de petroleo e ap6s 2 horas, a porcéo etérea foi coletada para leitura em espectrofotdmetro a
450 nm.

A concentracdo de carotenoides foi calculada com base na equacdo:

_ AbsAxVx10000
2592M

Onde CT = Carotenoides totais em pg/g de extrato; AbsA = Absorbancia da

CT

amostra; M = massa de polpa utilizada e V = volume de extragéo.

2.9 Perfil cromatogréfico das fragdes dos extratos etandlicos

Para avaliar o estado de pureza das fragbes, bem como registrar um perfil
cromatografico de cada fracdo para que fosse feita uma comparacdo entre elas, foram
realizadas corridas cromatograficas. Para isso, as fragdes secas foram diluidas em metanol e
50 pL foram injetados em sistema HPLC (Waters 717 Plus) equipado com coluna Microsorb
C18 (5 um, 4,6 x 250 mm) e detector por arranjo de diodos. Todas as corridas foram

realizadas em gradiente de &cido acético 0,5% em &gua - solvente A e metanol puro - solvente



B. O gradiente utilizado foi de 0-100% solvente B em 20 minutos. Durante toda corrida o

fluxo foi de 1,0 mL/min.

2.10 Anélise dos dados

Os dados foram tabelados em Microsoft Office Excel (2007) e analisados no
programa estatistico R (R-Core, 2007 — Versdo 2.7.1) e com utilizacdo de modelos lineares
generalizados, estimados pela anova em teste F. Os intervalos de confianga foram calculados

para médias através do teste de Student (teste T).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Recuperacao da atividade antioxidante em folhas e frutos do pequi

Foram avaliados 6 tipos de solventes de extragdo na recuperacdo da atividade
antioxidante em folhas e frutos (mesocarpo e polpa) do pequi. Nas figuras 2 e 3 (pég. 14 e 15)
séo apresentados os rendimentos obtidos e as atividades antioxidantes, respectivamente, para
cada extrato. Quando se analisa a capacidade de extracédo independendo da parte da planta,
observa-se que o etanol e o metanol foram os solventes que apresentavam melhor rendimento.
Entretanto, se analisado separadamente, pode ser destacado o hexano, o cloroférmio e o
acetato de etila com maiores rendimentos nos extratos de polpa. O elevado rendimento desses
solventes, que sdo menos polares, provavelmente seja em funcdo da elevada composicédo
lipidica da polpa do pequi. Lima (2008) observou uma composicao lipidica de 33,40% da
massa dessa parte da planta.

Nas trés partes analisadas, as maiores atividades antioxidantes foram obtidas pelos
extratos etanolicos (98,03 %), metanolicos (97,68%) e aquoso (96,91%). Nos extratos a base
de hexano, cloroférmio e acetato de etila os valores observados foram, respectivamente de
2,60%, 42% e 57,87%.

Na figura 4 (p4g. 16) é apresentada a atividade antioxidante dos diferentes
extratos em fungdo da polaridade do solvente de extracdo. Observa-se que existe uma
tendéncia de que quanto maior a polaridade do solvente de extragdo, maior é a atividade
antioxidante do extrato. Este resultado destaca a importancia de solventes polares na extragéo
de antioxidantes, bem como é um indicativo da natureza mais polar dos constituintes de

extratos do pequi com agéo antioxidante.
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Nos extratos da polpa, apesar da mesma tendéncia observada para as outras partes,
esta foi menos acentuada. Provavelmente por uma menor composi¢do de compostos polares
nesta parte da planta. Os rendimentos dos extratos da polpa observados na figura 2 (pag. 14)
confirmam esta idéia. Pode-se observar um maior rendimento nos extratos menos polares, ou
seja, a base de hexano (33%), cloroférmio (41,66%) e acetato de etila (42,92%), em
contrapartida aos extratos mais polares.

Em diversos estudos relacionados a eficiéncia antioxidante de extratos vegetais
(SOUZA et al., 2007; ROESLER et al., 2007; TAWAHA et al., 2007), séo utilizados
solventes de maior polaridade como o etanol e o metanol. Provavelmente pela melhor
eficiéncia destes solventes em extrair compostos fendlicos, que séo referidos como sendo as
principais substancias com acdo antioxidante presentes em extratos vegetais.

Dastmalchi et al. (2007) avaliaram a extragdo de compostos fendlicos e a
atividade antioxidantes em Dracocephalum moldavica com a utilizagdo de solventes com
diferentes polaridades. Esses autores observaram maiores niveis de compostos fendlicos e
maiores atividades antioxidantes, com a utilizacdo de DPPH, para 0s extratos preparados com
solventes de maior polaridade. Dorman & Hiltunen (2004) fracionaram o extrato bruto de
Satureja hortensis L., elaborado com uso de metanol, dgua e &cido acético na proporcdo de
80:20:1. O fracionamento foi realizado numa sequéncia de hexano, acetato de etila e n-
butanol. A maior atividade antioxidante foi recuperada na fracdo acetato de etila em
detrimento as fragcBes mais polares (butandlica e aquosa). Este resultado ressalta a qualidade
da extracdo feita com metanol, uma vez este solvente recuperou uma faixa ampla de
compostos. Com a utilizagdo do etanol, que tem caracteristicas similares, espera-se que o

Mesmo possa acontecer.

3.2 Estudo fitoquimico associado a atividade antioxidante em folhas e frutos do pequi

Para conhecer a natureza quimica dos constituintes dos extratos de folhas e frutos
do pequi, responsaveis pela atividade antioxidante observada, o extrato etandlico de cada
parte da planta foi fracionado, com posterior avaliacdo da atividade antioxidante e dos niveis
de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, taninos e carotendides em cada fragdo. O
extrato etandlico foi escolhido para estudo, em detrimento aos demais extratos, em func¢éo do
seu bom rendimento e atividade antioxidante observada, bem como pela sua facilidade de

obteng&o no mercado e baixa toxicidade para manuseio.
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Nas figuras 5 e 6 (pégs. 17 e 18) sdo apresentados o rendimento e a atividade
antioxidante de cada fracdo obtida. Observa-se um maior rendimento para a fracdo etandlica
(Figura 5 - pag. 17). Entretanto, valores considerdveis sdo observados para as fracdes
hexanica e cloroférmica. Este resultado ressalta a eficiéncia do etanol como bom solvente de
extracdo, pois também recupera compostos numa faixa ampla de polaridade. Resultados da
atividade antioxidante das fragBes, confirmam essa observacdo, uma vez que também foi
possivel recuperar acdo antioxidante mesmo nas fragcbes de menor polaridade (hexanica nas
trés partes analisadas e, etérea na polpa - Figura 6, pag. 18).

Pela anélise de regressdo da atividade antioxidante (Figura 7, pag. 19) observa-se
dependéncia da concentragdo dos extratos. Os melhores ajustes foram de correlagéo
quadrética (R*> = 0,99; 0,99 e 0,91; e 0,95; 0,91 e 0,99 — para, respectivamente, as fracoes
cloroférmica e etanélicos da folha, mesocarpo e polpa. Para a quercetina R?=0,99) (Figura
6A, B, C e D). Este resultado indica que a acdo antioxidante dos extratos ja aproxima de um
maximo em baixas concentragdes.

As maiores atividades antioxidantes foram recuperadas nas fragdes cloroférmica e
etandlica dos extratos (Figura 6 — p&g. 18). Como também foram estas as fracbes de maior
rendimento, elas foram escolhidas para estudo de sua composi¢do no sentido de se conhecer
que tipos de substancias presentes seriam responsaveis pela atividade observada.

Os resultados da CEs dessas fracdes em comparagdo ao flavonoide quercetina séo
apresentados na tabela 1 (pag. 20). Observa-se que para as fragdes cloroférmica do mesocarpo
e etanolicas do mesocarpo e folhas apresentam niveis inferiores ao apresentado pelo padréo
quercetina. Indicando o potencial dessas fragdes como antioxidantes.

Na tabela 2 (p&g. 21) sdo apresentados os niveis de compostos fendlicos totais,
flavondides totais, taninos e carotendides totais em cada fracdo das trés partes da planta.
Observa-se que grande porcdo dos extratos é representada por compostos fendlicos. Este
resultado é um indicativo da importancia dos compostos fenélicos como antioxidantes do
pequi. Pode ser observada, também, a importancia da folha e do mesocarpo como fontes deste
tipo de substancia representando mais de 20% da massa seca dos extratos. Na polpa, 0s
compostos fendlicos compdem uma menor porcdo, menos de 1% da massa seca. Niveis
significativos de carotendides também foram observados, com maior destaque para folha e
polpa com, respectivamente, 421,65 e 430,72 pg/g de extrato.

Em pequi, Roesler et al. (2007) destaca que compostos fendlicos presentes na
casca provavelmente sdo os responséveis pela atividade antioxidante observada. Os autores

relatam presenga, em niveis consideraveis, de &cido gélico, &cido quinico, quercetina e
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quercetina 3-0-arabinose nesta parte da planta. Aqui, neste estudo, também foram observados
altos contetdos de flavonoides (Tabela 2 — pag. 21). Conforme resultados representam a
maior porgdo dos compostos fendlicos, podendo representar mais de 50% da massa desses
constituintes. Taninos foram detectados apenas na folha e polpa, entretanto, em baixas
concentragoes.

Compostos fendlicos sdo importantes antioxidantes que agem sequestrando
radicais livres e, algumas vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo
como na propagacdo do processo oxidativo (RAMALHO e JORGE, 2006). Em extratos
vegetais tém sido relacionados a atividade antioxidante em varios estudos, sendo observada
uma relacdo direta com esta caracteristica (MORESCO e BRIGHENTE, 1998; SOUZA et al.,
2007; TAWARHA et al., 2007).

Observou-se correlacdo positiva e significativa entre niveis de flavondides totais e
carotendides totais das fragBes cloroférmica e etandlica e atividade antioxidante (Figura 8 —
pdg. 23). Este resultado indica estas duas classes de substdncias como importantes

antioxidantes das folhas e frutos do pequi.

3.3 Perfil cromatogréfico das fragdes

Perfis cromatograficos das fracdes etandlicas e cloroférmicas sdo representados
nas figuras 9, 10, 11 e 12 (p&gs. 23, 24, 25 e 26). Observa-se certa semelhanca para essas duas
fracOes de folhas e polpa. Em mesocarpo, foi observada diferenga entre os perfis das duas
fracOes. No caso de folha e polpa, o resultado indica que as fragbes podem ser agrupadas em
procedimentos posteriores de purificagdo. Para 0 mesocarpo seria melhor tratar as fragdes de
modo diferenciado.

Comparando os perfis das fragdes etandlicas e cloroférmicas entre as partes
estudadas (figura 12, p4g. 26), observa-se maior semelhanca entre fragdes de folha e polpa.
Entretanto, isso ndo justica o0 agrupamento destas fracdes por se tratar de partes diferentes da
planta.

Com relagdo ao grau de pureza das fragdes, observa-se um menor nimero de picos
nas fragdes cloroformicas. Nas outras fracOes, ainda € observado um grande nimero de picos.
Procedimentos sdo necessarios para obtencdo de fracdes puras e identificacdo de compostos
responsaveis pela atividade antioxidante. Conforme resultados anteriores hd um indicativo de
que sejam, principalmente, carotendides e flavondides, entretanto, somente a analise podera

confirmar estes resultados.
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4, CONCLUSAO

Nas condicGes em que foi realizado este estudo, os resultados permitem inferir

que:

A atividade antioxidante de folha, mesocarpo e polpa do pequi pode ser
recuperada em diferentes solventes. A maior eficiéncia na recuperacdo foi,

neste caso, obtida com a utilizacdo de etanol, metanol e 4gua destilada;

Dentre os solventes utilizados na recuperacédo, etanol e metanol apresentaram
melhores rendimentos de extrato para folha e mesocarpo. Em polpa melhores

rendimentos sdo obtidos com hexano, cloroférmio e acetato de etila;

Em funcdo dos rendimentos e atividade antioxidante, em associagdo com a
menor toxicidade de manuseio, 0 etanol pode ser indicado na recuperacéo da

atividade antioxidante no pequi;

Compostos fenolicos representam grande fracdo dos extratos etandlicos de

folhas e mesocarpo do pequi;

Carotendides foram observados em niveis consideraveis, com destaque em

extratos de folha e polpa;

Flavondides representam a maior por¢do dos compostos fendlicos de folhas e

mesocarpo de pequi;

Existe relacdo direta entre niveis flavondides, niveis carotendides e atividade

antioxidante nos extratos estudados;

Provavelmente Flavondides e carotendides sdo as principais substancias do

pequi com atividade antioxidante.
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Figura 2: Rendimentos dos extratos de folha, mesocarpo e polpa do pequi (Caryocar
brasiliense Camb.) obtidos com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila,

etanol, metanol e &gua destilada. Dados em 9% da massa seca. Barras indicam
intervalo de confianca (0=0,05).
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Figura 3: Atividade antioxidante dos extratos de folha, mesocarpo e polpa do pequi
(Caryocar brasiliense Camb.), obtidos com os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila, etanol, metanol e agua destilada. Barras indicam intervalo de

confianga (0=0,05).
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Figura 4: Atividade antioxidante em extratos de folha, mesocarpo e polpa do pequi

(Caryocar brasiliense Camb.) em funcgdo da polaridade do solvente de extracgdo.
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Figura 5: Rendimento das fracdes do extrato etandlico de folha (Fo), mesocarpo (Me) e polpa
(Po) do pequi (Caryocar brasiliense Camb.). (He) - hexano, (Eter) — éter de
petréleo, (Cl) — cloroférmica e (Et) — etanol. Barras indicam intervalo de
confiangéo (a=0,05).
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Figura 6: Atividade antoxidante das fracBes do extrato etanolico de folha (Fo), mesocarpo
(Me) e polpa (Po) do pequi (Caryocar brasiliense Camb.). (He) - hexano, (Eter) —
éter de petroleo, (Cl) — cloroférmica e (Et) — etanol. Barras indicam intervalo de
confiangéo (a=0,05).
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& Me-Et y=-1430,82 + 676,54x + 22,053 R2=0,9199
m Me-Cl y=-1451,9x2 + 642,23x + 36,13 R2=0,9568
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Figura 7: Atividade antioxidante em funcdo da concentracdo da fracdo (m - Etandlica e ¢ -

Cloroformica.) dos extratos etandlicos de folha (A), mesocarpo (B) e polpa (C)

do pequi (Caryocar brasiliense Camb.). (D)=atividade antioxidante em fungédo da

concentragdo de quercetina.
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Tebela 1: Concentracdo eficiente (CEso) das fragBes cloroférmica e etandlica do extrato
etandlico de folhas, mesocarpo e polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em

comparacao ao flavondide quercetina.

Fracgdo CEso (ng/ pL)
Mesocarpo — Cloroférmica 0,02
Mesocarpo — Etanolica 0,05
Folha — Etandlica 0,41
Quercetina 0,51
Folha — Cloroférmica 0,70
Polpa - Cloloférmica 1,76

Polpa - Etandlica 4,40
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Tabela 2: Niveis de compostos fendlicos totais, flavondides totais, taninos, caratendides totais por grama de fracéo e atividade antioxidante nas

fracbes hexanica, etérea, cloroférmica e etanolica do extrato etandlico de folha, mesocarpo e polpa do pequi (Caryocar brasiliense

Camb.).
Parte Fracdo |C. fendlicos (mg)|Flavonodides (mg)| Taninos (ug) | Carotendides (ng) %AA
Hexanica | 10,04 + 0,06 | 3,03 = 1,02 - - | 8359 + 274 (41,98 + 0,75
Folha Eter 226 + 010 (| 169 + 0,27 - - | 8452 + 0,20 (90,37 + 0,68
Cloroformical 120,12 + 0,10 759 + 0,16 - - 114021 + 0,71 |9504 + 0,19
Etanolica | 122,82 + 0,15 | 62,95 + 3,11 | 4581 + 0,00| 113,33 + 2,06 |[9542 + 0,59
Total 255,24 143,56 45,81 421,65
Hexanica | 1421 + 024 | 6,85 = 0,27 - - 1329 + 0,20 [54,09 + 4,27
Mesocarpo Eter § - . . i i ) - ) X
Cloroformica| 126,15 + 0,24 | 79,03 + 0,16 - - 16308 + 090 (96,9 = 0,19
Etandlica 125,12 + 1,11 | 78,36 = 0,16 - - 114734 + 141 196,84 + 0,65
Total 265,48 164,23 - - | 243,38
Hexanica 123 + 0,24 - - - - 6057 + 2,06 |3864 + 1,18
Polpa Eter . i _ _ _ i - . _ . _
Cloroformical] 6,71 + 0,24 223 + 0,27 (1941 + 0,001190,49 + 1,76 | 86,52 + 1,24
Etandlica 107 = 042 - - - - 117966 + 13,70 (34,41 + 0,33
Total 9,01 2,23 19,41 430,72
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* Fo-Cl r=0,95 p=0.0003
= Fo-Et r=0.92 p=0.0014
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Figura 8: Correlagdo entre niveis de flavonoides totais (A, B e C) e carotendides totais (D, F

e G) e, atividade antioxidante das fracGes (m - Etandlica e ¢ - Cloroférmica.) dos

extratos etandlicos de folha (Fo),

(Caryocar brasiliense Camb.).

mesocarpo (Me) e

polpa (Po) do pequi
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Figura 9: Perfil cromatografico das fracfes etandlica (A) e cloroférmica (B) do extrato

etandlico de folhas do pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
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Figura 10: Perfil cromatogréfico das fragbes etanolica (A) e cloroférmica (B) do extrato

etandlico do mesocarpo do pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
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Cloroférmica
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Figura 12: Perfil cromatografico das fracdes etandlica e cloroférmica do extrato etandlico de

folha (A e E),

brasiliense Camb.)

mesocarpo (B e F) e da polpa (C e G) do pequi (Caryocar
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