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RESUMO

Este frabalho teve como objetivo analisar a atividade antioxidante de extratos aquoso e alcodlico
obtidos a partir dos frutos da Schinus terebenthifolius Raddi ou aroeira-vermelha, diretamente ligados
& quantidade de compostos fendlicos existentes nestes extratos. Os frutos da aroeira apresentam
um teor intermedidrio de compostos fendlicos: inferior a frutos, porém superior a gréos, sendo de 88
ug de catequina/ g de amostra base seca para o extrato obtido pela extragdo em dgua quente
(extrato aquoso) e 685 pug de catequina/ g de amostra base seca para o extrato obtido pela
extracdo em etanol absoluto (extrato alcodlico). O extrato alcodlico se mostrou com a presenca
da flavona apigenina, além de ¢cido eldgico. J& o extrato aquoso apresentou a flavanona naringina.
Quanto ao seu poder antioxidante, pode-se concluir que os poderes antioxidantes de ambos 0s
extratos sdo bons, quando se compara aos poderes antioxidantes dos comumente empregados
BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA (butil-hidroxi-anisol), visto que se trata de extratos vegetais, cujo
poder antioxidante &€, em geral, mais fraco que os antioxidantes artificiais. No caso do extrato
alcodlico, © mesmo apresentou um poder antioxidante quatro vezes menor que o BHT e o BHA, O
extrato aquoso, por sua vez, apresentou um poder antioxidante seis vezes menor que o BHT e o BHA.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante, Compostos fendlicos, Schinus terebenthifolius.

ABSTRACT

This work had as objective analyzes the antioxidant activity of agueous and alcoholic extracts obtained
from of the Schinus terebenthifolius Raddi fruits or aroeira-vermelha, directly linked to the amount of
phenolics compouds existent in these extracts. The aroeira fruits present an intermediate quantity of
phenolics compouds: inferior to fruits, however superior fo grains, being of 88 ug of catequine/ g of
sample dry base for the extract obtained by the extraction in hot water (aqueous extract) and 685 ug
of catequine/ g of sample dry base for the extract obtained by the extraction with absolute etanol
(alcoholic extract). The alcoholic extract was shown with the presence of the flavone apigenin, besides
elagic acid, while in the agqueous extract was observed the flavanone naringine. As for its anfioxidant
power, it can be concluded that the antioxidant powers of both extracts are good, when it is compared
to the antioxidant powers of the commonly used BHT (butylated hydroxytoluene) and BHA (butylated
hydroxyanisole), because it is vegetable extracts, whose antioxidant power is, in general, weaker
than the artificial antioxidants. In the case of the alcoholic extract, the same presented a power
antioxidant four times smaller than BHT and BHA. The aqueous extract, for its time, presented a power
antioxidant six times smaller than BHT and BHA.

KEY WORDS: Antioxidant activity, Phenolics compouds, Schinus terebenthifolius.

INTRODUCAO

A Schinus terebenthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira-vermelha, €
uma arvore de folhas perenes, origindria da América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai
e Argentina. Os frutos sGo do tipo drupa e tém coloracdo verde no inicio e depois se tornam
vermelhos. Essa casca vermelha seca que se transforma em uma espécie de concha de
papel que envolve a semente. A semente € Unica, marrom escura e mede cerca de 0,3
milimetros de didmetro (BORNHAUSEN, 2002; USP 2002).

Este pequeno fruto inscreve-se entre as muitas especiarias existentes e que sdo utilizadas
essencialmente para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culindria mundial. O
sabor suave e levemente picante do fruto da aroeira-vermelha, bem como sua bonita
aparéncia, de uso decorativo, permite o seu emprego em diversas preparacoes, podendo
ser utilizada na forma de gréos infeiros ou moidos. No enfanto, a aroeira € especialmente
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apropriada para a confeccdo de molhos que acompanham as carnes brancas, de aves e
peixes, por ndo abafar o seu gosto sutil USE 2002).

As partes utilizadas gue apresentam propriedades medicinais sdo: casca, folhas e frutos.
E adstringente, antidiaréica, antinflamatéria, depurativa, diurética e febrifuga. Nao € utilizada
como componente para cosmetologia. Devido & composicdo de seus Oleos essenciais, &
usada no fratamento de disturbios respiratdrios. Popularmente, tambem é empregada no
tratamento da diarréia, inflamacdes, para promover a franspiracdo e a eliminacdo de liquidos.
A casca da aroeira tfem acdo confra febre, hemoptises e afeccdes uterinas em geral. Da
casca extrai-se um 6leo empregado contra tumores e doencas da cémea (BORNHAUSEN,
2002).

As matérias-primas in natura disponiveis em frutas, vegetais em geral e condimentos
contém numerosos fitoquimicos além dos compostos fendlicos como por exemplo:
compostos nitrogenados, carotendides, acido ascorbico e tocoferdis. Muitos destes
fitoquimicos apresentam significante capacidade antioxidante e sGo associados a baixa
incidéncia e baixa mortalidade de cancer em seres humanos (YILDIRIM et al., 2001; ZHENG
e WANG, 2001; BIRCH et al., 2001; SLUIS et al., 2001; TOMAS-BARBERAN et al., 2001; WANG e
ZHENG, 2001; WATANABE, 1998; VINSON et al., 2001).

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o
emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado
consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tem sido
restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese, bem como pela comprovacdo de
diversos outros males como: aumento do peso do figado e significativa proliferacdo do
reticulo endoplasmatico (YILDIRIM et al., 2001; ZHENG e WANG, 2001; MELO e GUERRA, 2002;
SIMAO, 1985).

MATERIAL E METODOS
Material botanico e obtencdo dos exiratos

A atividade e a concentracdo de antioxidantes fendlicos em frutos de aroeira foram
estudadas neste tfrabalho. Os frutos obtidos foram cuidadosamente selecionados evitando-
se o topo e as partes mais baixas da drvore, Este procedimento foi adotado devido ao fato
de que a concentracdo total de flavondides € muito menor na auséncia de luz. A colheita
se deu no més de fevereiro de 2004 (periodo de frutificacdo de janeiro a junho), a partir de
um exemplar da Schinus terebenthifolius Raddi j& adulta situada em latitude sul 25° 25’ 36,8"
, longitude oeste 49° 17° 51,0" e alfitude de 892 metros. O material colhido foi limpo de
sujidades, sendo selecionados apenas os frutos maduros com coloragdo variando do rosa
ao vermelho. Os frutos verdes foram descartados visto que trata-se de uma fruta ndo
climatérica.

Os frutos foram secos em estufa estdtica numa temperatura de 50° C por 96 horas até
a reducdo total da umidade (umidade inicial de 39%). Apds a secagem obtfeve-se um total
de 300 g de material seco. Os frutos secos foram moidos em um moinho microtriturador (IKA
Labortecnik) até uma granulometria aproximada de 32 mesh. Apds moidos, os frutos foram
submetidos a extracdo com éter de etilico em aparelho Soxhlet (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985), visando a retirada de substancias lipidicas (feor de lipidios da fruta de 15% em base
seca ou 12% base Umida) (BIRCH et al., 2001).

Apss evaporacdo natural do étfer, a amostra foi dividida em duas partes distintas e
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iguais de 150 g, e partiu-se para a extracdo dos compostos fendlicos com dois solventes
distintos: etanol absoluto PA (99,7% de pureza) e dgua deionizada. O emprego do metanol
na fase de extracdo, embora seja considerado o melhor solvente para compostos fendlicos,
ndo foi utilizado devido & sua toxicidade, sendo gque 0 mesmo deveria ser totalmente removido
depois da extracdo para que pudesse ser empregado como aditivo alimenticio, o que
dificultaria ou inviabilizaria todo o processo. Para a extragcdo com etanol, 3 por¢des de 50 g
de amostra foram adicionadas a 400 mL do solvente e mantidos sob agitagdo em “Shaker”
provido de banho-maria a 20° C por 1 hora. Decorrido este tempo de extracdo, as amostras
foram misturadas e filtradas & vacuo, obtendo-se entdo o extrato alcodlico. Para o extrato
aquoso, 3 amostras de 50 g foram adicionadas de 400 mL de dgua a 50°C cada uma e
mantidas sob agitacdo em “Shaker” provido de banho-maria a 50°C por 1 hora. Decorrido
este fempo de extracdo, as amostras foram misturadas e peneiradas a 32 mesh (para refirar
O material mais grosso), centrifugadas por 20 minutos a 3.000 rom (para retirar o material
mais fino) e filtradas & vacuo (para retirar o sobrenadante final), obtendo-se entdo o extrato
aquoso (YILDIRIM et al., 2001; ZHENG e WANG, 2001; KAHKONEN et al., 2001; CORDENUNS| et
al., 2002; BURNS et al., 2001).

Do extrato alcodlico obtido, o etanol foi removido em evaporador rotatério (T < 50° C)
(Fisatom) para obtencdo do extrato seco, que foi diluido em 7 mL de metanol. O extrato
aquoso fai liofilizado (lishin Lab Co.) numa presséo de 5 mm Hg e T = -50° C, diluido em 30
mL de metanol e filtrado a vdacuo. O extrato alcodlico e o extrato agquoso ambos diluidos em
metanol, foram mantidos estocado em freezer vertical numa temperatura de -18° C até o
momento de utilizacdo nas andlises (SLUIS, 2001).

Determinagdo de compostos fendlicos totais

Foram utilizados 0,25 ml dos extratos obtidos, ou da diluicdo adequada dos mesmaos,
e adicionados 2 ml de adgua destilada e 0,25 ml do reagente de Folin-Ciocalteau. Apods 3
min a femperatura ambiente, adicionaram-se 0,25 ml de solucdo safurada de carbonato
de sédio, sendo os tubos colocados em banho-maria a 37° C durante 30 minutos para
desenvolvimento de cor. As leituras das albsorodncia foram realizadas a 750 nm e os resultados
foram expressos em mg equivalentes de catequina por g de amostra (base Umida). (ZIELINSKIE
e KOZLOWSKA, 2000; GENOVESE et al., 2003).

Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos

Foi ufiizado um cromatografo de fase reversa HP 1100 acoplado a um detetor de
varredura por diodo. A coluna utilizada foi a Prodigy 5u ODS3 com fase reversa de silica (250
mm x 4,6 mm, Phenomenex) e os solventes de eluicdo foram (A) agua/ tetrahidrofurano/
dcido trifluoraceético 98:2:0,1 e (B) acetonitrila. As amostras foram injetadas em duplicata. A
cdlibracdo foi feita injetando os padrdes 3 vezes a 4 concentragdes diferentes (CORDENUNSI
et al., 2002).

Determinacdo do indice de afividade anfioxidante (sistema b-caroteno/deido linoléico)

Para o preparo de mistura reativa adicionaram-se 40 mg de dcido linoléico, 400 mg
Tween 40, 50 uL de uma solucdo de B-caroteno (2 mg/mL cloroférmio) e 1 mL de cloroférmio
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em erlenmeyer. Apds a secagem completa do cloroférmio sob nitrogénio, adicionaram-se
50 mL de dgua previaomente saturada com oxigénio durante 30 minutos e agitou-se
vigorosamente. A mistura reativa deve estar limpida e apresentar absorbdncia entre 0,6 e
0.7 em 470 nm. Para a reagdo de oxidagdo, utilizaram-se 2,9 mL desta mistura reativa, 100
uL de metanol para o grupo controle, ou © mesmo volume para as amostras em metanol, e
colocadas em banho a 50° C. As leituras das absorbdncias foram realizadas, no inicio e
com intervalos de 15 minutos (MARCO, 1968; MILLER, 1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a extracdo dos compostos fendlicos dos frutos da aroeira adotou se duas
metodologias distintas: extracéo com agua quente e extracdo com etanol absoluto (99,7 %
de pureza). Estas duas substéncias empregadas na extracdo foram escolhidas para evitar
gue um possivel residuo da substancia extratora pudesse interferir no grau de pureza do
extrato final que serd empregado como aditivo alimenticio.

Com relacdo a quantificacdo dos compostos fendlicos, os mesmos foram
determinados como catequina equivalente, usando a seguinte equacdo linear baseada
na curva de calibragcdo:

Y =42,426 X+ 61,262, R?=0,999
OndeY € a absorbdncia e X 0 equivalente de catequina (ug/ml de extrato)

Encontrou-se um total de 88 mg de catequina/ g de amostra base seca para o extrato
obftido pela extracéo em agua quente e 685 mg de catequina/ g de amostra para o extrato
obftido pela extracdo em etanol absoluto. Comparando-se com o0s dados de literatura
(CORDENUNSI et al., 2002) observa-se que, a quantidade de compostos fendlicos do morango
(fruta base Umida extracdo aquosa), varia de 1.586 ug de catequina/g a 2.892 ug de
catequina/g de amostra, ou seja, quando se compara o fruto da aroeira com um fruto,
considerado como fonte de compostos fendlicos, © mesmo se apresenta com uma
quantidade inferior de compostos fendlicos.

Por outro lado, quando se compara a quantidade de compostos fendlicos a partir de
um trabalho realizado com diferentes tipos de grdos (ZIELINSKI e KOZLOWSKA, 2000), verifica-
se que os frutos da aroeira apresentam uma quantidade de compostos fendlicos mais
elevada comparativamente aos gréos. Um exemplo disso & observado quando se analisa o
teor de compostos fendlicos do frigo sarraceno, tido como uma fonte de exceléncia de
compostos fendlicos. Sua composicdo € de 117,72 ug de catequina/g de amostra em
base seca com extracdo metandlica.

Assim sendo, poder-se-ia considerar o fruto da aroeira como uma fonte intermedidria
de compostos fendlicos, superior & maioria dos grdos encontrados, porém inferior a frutos.

Quando se analisa sua atfividade antioxidante, comparativamente aos classicos BHA e
BHT observa-se que sua inibicdo a oxidacdo do reagente € pequena. Para o extrato aquoso,
numa concentragdo de 73,24 mg (equivalentes de catequina)/mL, obteve uma % de inibicdo
de 25+/-1. Quando se compara ao BHA, onde se partiu de 25 mg/mL, a percentagem
de inibicdo foi de 46 +/- 2. Para o BHT, onde se partiu de 25 mg/mL, a percentagem de
inibicdo foi de 52 +/- 2. A partir destes dados, pode-se verificar gue com uma concentracdo
3 vezes menor de BHA e BHT, obteve-se uma % de inibicdo 2 vezes maior, ou seja, 0 poder
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antioxidante do extrato aquoso € baixo, comparativamente ao BHA e BHT, ou seja, € necessdria
uma guantidade 6 vezes maior do extrato agquoso para se obter o mesmo efeito antioxidante
(QUADRO 01) .

Ao se andlisar a atfividade antioxidante do extrato alcodlico, comparativamente ao
BHA e BHT, partiu-se de uma concentracdo de 98,76 mg (equivalentes de catequina)/mL,
com uma percentagem de inibicdo de 53+/-3. Novamente os dados do BHA e BHT que sdo
de: BHA 25 mg/mL, com uma % de inibicdo de 46 +/- 2, os indices sao novamente maiores.
Para se obter o mesmo efeito antioxidante que o BHA e BHT teve-se que utilizar uma quantidade
4 vezes maior (QUADRO 01).

QUADRO 01 - Resultados da atividade antioxidante dos extratos dos frutos da Schinus
terebenthifolius Raddi comparativamente ao BHT e BHA.

PRODUTOS CONCENTRACAO (ug/mL) PORCENTAGEM DE INIBICAO
Extrato aquoso 73,24 25 +/- 1
Extrato alcodlico 98,76 53 +/-3
BHT ou buitil-hidroxi-folueno 25,00 52 +/-2
BHA ou butil-hidroxi-anisol 25,00 64 +/-2

Assim sendo, associando-se 0s resultados obtidos para a quantificagcdo de compostos
fendlicos com a atividade antioxidante, pode-se concluir que o poder antioxidante de amlbos
0s extratos sdo bons, quando se compara ao poder antioxidante dos conhecidos e
comumente empregados BHA e BHT, visto que se frata de extratos vegetais, cujo poder
antioxidante &€, em geral, mais fraco que os antioxidantes artificiais.

Com relacdo a andlise de HPLC, verificou-se que a amostra obtida a partir do extrato
alcodlico apresentou a presenca da flavona apigenina (quatro picos) nos fempos de retencdo
de 25 a 27 minutos, o que justifica a sua coloracdo amarelada. Os quatro picos de apigenina
sdo em tempo de retencdo diferentes, devido ao fato de estarem ligadas a acucares distintos
ou em posicoes diferentes. Apresentou tambéem um pico de dcido eldagico no tempo de
retencdo de 14 minutos, conforme exibido na FIGURA O1.
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FIGURA 01 - Andlise pelo HPLC do extrato alcodlico dos frutos da Schinus terebenthifolius Raddi.
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Ja a amostra obtida a partir do extrato aquoso, foi enconfrada a presenca da
flavanona naringina no tempo de retencdo de 26 minutos, conforme exibido na FIGURA 02.
Concluindo se que esta baixa quantidade encontrada é devida O instabilidade dos
flavondides em dagua, por serem faciimente hidrolisados. Por isso, 0 melhor solvente de
extracdo & o etanol ou metanol. Isto tamibém justifica a leve atividade antioxidante encontrada
para esta amostra.,
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FIGURA 02 - Andilise pelo HPLC do extrato aquoso dos frutos da Schinus ferebenthifolius Raddi.

CONCLUSAO

Os frutos da Schinus terebenthifolius ou aroeira-vermelha apresentam um teor
infermedidrio de compostos fendlicos: inferior a frutos, porem superior a graos, sendo de 88
ug de catequina/ g de amostra base seca para o extrato obtido pela extracdo em dgua
quente (extrato aquoso) e 685 ug de catequina/ g de amostra base seca para o extrato
obtido pela extracdo em etanol absoluto (extrato alcodlico).

O extrato alcodlico se mostrou com a presenca da flavona apigenina, além de acido
eldgico. Ja o extrato aquoso apresentou a flavanona naringina.

Quanto ao seu poder antioxidante, pode-se concluir que os poderes antioxidantes de ambos
0s extratos sdo bons, guando se compara ao poder antioxidante dos conhecidos € comumente
empregados BHA e BHT, visto que se tfrata de extratos vegetais, cujo poder antioxidante €, em
geral, mais fraco que os antioxidantes artificiais. No caso do extrato alcodlico, 0 mesmo apresentou
um poder antioxidante 4 vezes menor que o0 BHT e 0 BHA. O extrato aquoso, por sud vez, apresentou
um poder antioxidante 6 vezes menor que o BHT e o BHA.
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