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POLIFENOIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO OLEO E ARILO DA COPAIBA (Copaifera

langsdorffii Desf.)

ABSTRACT

The diversity of phenolic compounds and their antioxidant nature has encouraged research from
vegetable raw materials, highlighted the native Brazilian Cerrado. The present study aimed to
determine the effectiveness of various solvents at different concentrations, the extraction of oil and
aryl of copaiba phenolic contents, and to determine the antioxidant activity of copaiba oil and aryl
capture by free radical (DPPH, ABTS and FRAP) . The solvents used in the extraction influenced
content of phenolic compounds, methanol and ethanol being the most efficient. The aryl and oil
showed high antioxidant activity.

Keywords: DPPH, ABTS, FRAP

INTRODUCAO
A copaiba (Copaifera langsdorffii Desf., Caesalpinaceae) é uma espécie arborea que atinge

mais de 20,00 metros de altura ocorrendo em todo o territorio brasileiro e estd entre as inlmeras
espécies florestais nativas do cerrado. Possui valor econdmico, devido a sua larga utilizacdo na
qualidade de sua madeira, ao seu emprego na arborizacao urbana e rural, utilizacdo na fabricacdo de
carvo e construcéo naval * 2.0 6leo da copaiba, produzido por exudacdo dos troncos das suas
arvores, possui propriedades medicinais ja conhecidas entre os indios 2, como anti-inflamatério,
anti-tumoral, anti-tétano, anti-séptico urinario, para tratar bronquite, sifilis, doencas de pele e
cicatrizar feridas *°.

Os compostos fendlicos encontram-se naturalmente em muitos alimentos e bebidas
derivados de plantas, sendo um grupo de grande diversidade, destacam-se os flavondides, acidos

fendlicos, taninos e os tocoferdis como 0s mais comuns antioxidantes com origem natural ®. Estes
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compostos estdo associados as propriedades antioxidantes e sua ingestdo na dieta tem sido
associado a efeitos benéficos para a satide humana "8, com provavel papel na prevencio de vérias
doencas associadas ao estresse oxidativo, tais como o céncer, as doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas °.

A crescente demanda de antioxidantes naturais para aplicacdo em alimentos tem incentivado
em todo 0 mundo a pesquisa sobre a extragdo de substancias biologicamente ativas a partir de uma
variedade de matérias-primas vegetais *°.

A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de produtos naturais influencia
diretamente sua qualidade e sua composicéo final. O procedimento de extracdo é determinado pela
familia de compostos a ser extraida e se o objetivo € quantitativo ou qualitativo. Ou seja, 0
rendimento de processo e a composicdo dos extratos dependem tanto do solvente utilizado como do
método de extracdo aplicado. As diferentes técnicas de extracdo podem estar baseadas em
mecanismos quimicos diferentes, como por exemplo, a solubilidade de substancias no solvente
utilizado é funcdo sua polaridade, ou seja, diferentes substancias serdo extraidas de acordo com o
grau de polaridade e o solvente utilizado. A caracteristica hidrofilica ou lipofilica do composto a ser
extraido afeta sua solubilidade no solvente, e da mesma forma, a polaridade do solvente também
tem impacto sobre a efic4cia da extragdo 1% %3,

Para a determinacéo da atividade antioxidante, segundo Huang et al. 8, sdo necessérias duas
ou mais técnicas uma vez que nenhum metodo tratado isoladamente pode refletir exatamente a
capacidade antioxidante total de uma amostra. O método DPPH é baseado na redugéo do radical-
livie DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) em presenca de antioxidante'*(Figura 1a). O ensaio ABTS
é baseado na eliminacéo do radical ABTS®", 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
pelos antioxidantes presentes na amostra “°(Figura 1b). O método FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power) permite determinar a reducdo do ferro em fluidos bioldgicos e solugdes aquosas



de compostos puros (Figura 1c). Este método é aplicado também em estudos da eficiéncia

antioxidante em extratos de alimentos e bebidas *°.

Figura 1

Por ser a copaiba uma espécie exotica do cerrado, ja conhecida e utilizada na medicina popular
e considerando a abundancia na natureza dos compostos fendlicos e sua possivel atividade
antioxidante, este trabalho teve por objetivos determinar a eficacia de diversos solventes, em
diferentes concentracfes, na extracdo dos fendlicos totais do 6leo e do arilo da copaiba pelos
métodos Folin Dennis e Folin Ciocateau; determinar a atividade antioxidante do 6leo arilo da

copaiba pela captura do radical livre pelos métodos do DPPH, ABTS e FRAP.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos frutos e do 6leo da copaiba

Os frutos e o 6leo do tronco da copaiba foram coletados em areas de campo previamente
selecionadas no Alto Jequitinhonha, em latitude de 18°14'58"S e longitude de 43°36'01" oeste de
Greenwich. Os frutos foram coletados na copa das plantas ou no chdo e em diferentes alturas e em
todas as faces (norte, sul, leste e oeste), manualmente ou com auxilio de podao.

Os frutos da copaiba foram lavados em agua corrente e posteriormente em agua destilada.
Apds secagem em temperatura ambiente, suas cascas foram removidas e toda a polpa (arilo)
separada das sementes. Em seguida, a polpa ou arilo foi acondicionado em bandejas e levada para
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60,00 a 70,00 + 5 °C por 48 horas. Apds a
secagem, o material foi moido e finamente peneirado, sendo acondicionado em saco plastico e

armazenado sob-refrigeracédo (5,00 + 0,5 °C).



O oleo-resina foi coletado do tronco das arvores, com a utilizacdo de um trado, com o qual foi
feito um pequeno orificio no tronco, buscando atingir o seu veio, vedando em seguida o canal de
extracdo. Para obtenc&o do 6leo, foi inserido ao orificio no tronco um cano com uma mangueira que
conduziu-se o 6leo a um recipiente. Apos a producéo, o pedaco de cano foi vedado com uma rosca e
permanecera no tronco para facilitar futuras extracdes *’.

Apos a coleta, o dleo foi aquecido a 45,00 + 5 °C por 10 minutos e filtrado para eliminar as
possiveis sujidades. Em seguida, foi acondicionado em um recipiente de vidro, ao abrigo da luz, em

refrigerador, até 0 momento das analises.

Extracdo e quantificacdo dos compostos fenolicos
Aproximadamente 5,00 g de cada amostra (6leo e arilo) foi submetida a extracdo com 20,00

mL dos seguintes solventes (Tabela 1) puros e combinados.

Tabela 1

A extracdo foi realizada em Soxhlet por 4 horas mantendo-se a temperatura de ebulicdo do
solvente . A seguir os extratos foram levados ao rotavapor até volume de cerca de 5,00 mL, sendo
completado volume com agua destilada para subsequente quantificacdo. O conteido de compostos
fenolicos totais dos extratos foi determinado de acordo com o método de Zielinski e Kozlowska *°,
em espectrofotdbmetro (SHIMADZU-1240) com leitura a 750 nm, utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteau ?°. A quantidade total de fendlicos de cada extrato foi quantificada por meio de uma
curva analitica preparada com acido tanico.

Os compostos fendlicos também foram quantificados pelo método Folin-Denis #. Este

2

método é descrito por Swain e Hillls %, que baseia-se na reducdo do 4cido fosfomolibdico-
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fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloracdo azul que absorve

760 nm, utilizou-se uma curva analitica preparada com &cido tanico.

Atividade Antioxidante

Preparou-se um extrato hidroalcodlico (metanol/agua destilada 1:1) a partir de 10,00 g de
amostra e 40,00 mL de solvente. Apds 60 min sob-repouso a temperatura ambiente, o extrato foi
centrifugado por 15 min com posterior recolhimento do sobrenadante. O processo foi repetido sobre
o0 residuo da primeira extracdo, com 40,00 mL de acetona 70 % (acetona/agua destilada 7:3) como
extrator, conforme Larraury et al.,1997.

A atividade antioxidante por captura de radical DPPH livre foi determinada conforme Rufino
et al.*, em amostras com diferentes dilui¢des (500,00; 1000,00 e 1500,00 mg L™) do extrato obtido
anteriormente. Em ambiente escuro, aliquotas de 0.10 mL de cada diluicdo foram adicionadas a
3,90 mL do radical DPPH 0.06 mmol x L™ e homogeneizadas em vértex. O declinio da absorbancia
a 515 nm correspondeu a reducdo do radical DPPH. Para o célculo do ECsy que reflete o
esgotamento de 50 % dos radicais-livres, utilizou-se a equac¢do y = - ax + b, tracada com os valores
de absorbéncia para cada diluicdo, sendo y = absorbancia inicial do controle/2. As leituras foram
realizadas apds a estabilizacdo da absorbancia, verificada no tempo de 60 min. Foi tracada também
a curva analitica a partir da solugdo inicial de DPPH 0,06 mmol x L™ com concentracdes variando
de 10,00 a 60,00 pM.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante por captura do radical ABTS livre, amostras de
500,00; 1000,00 e 1500,00 mg L™ foram preparadas a partir do extrato inicial. Em ambiente escuro,
aliquotas de 30,00 uL foram adicionadas a 3,00 mL do radical ABTS e homogeneizadas em vortex.
ApoOs 6 min da preparagdo da mistura, realizou-se a leitura em espectrofotometro a 734 nm. O

calculo da atividade antioxidante foi realizado, substituindo, na equacdo da reta tracada para as
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absorbancias obtidas, a absorbancia equivalente a 1000,00 uM do padrao trolox (obtida pela reta da
curva analitica com concentragfes variando de 100,00 a 2000,00 uM). O resultado obtido
corresponde & diluicdo da amostra (mg L) equivalente a 1000,00 uM de trolox sendo expresso em
uM trolox g™ de FCJ ™.

Diferentes diluices (500,00; 1000,00 e 1500,00 mg L™) foram preparadas a partir do extrato
hidroalcoodlico obtido anteriormente. Em ambiente escuro, adicionaram 90,00 uL de cada diluigdo a
270,00 pL de agua destilada. A solugao foi acrescida de 2,70 mL do reagente FRAP,
homogeneizada em vortex e aquecida em banho-maria a 37 °C por 30 min. Realizou-se leitura a 595
nm utilizando o reagente FRAP como branco. Solucgdes aquosas de Fe,SO4com concentracGes entre
500 e 2000 uM foram utilizadas para obtencdo da curva analitica de calibracdo. A analise foi
realizada conforme Rufino et al.’®, e os resultados foram expressos em pM Fe,SO4 g™

Todas as analises foram realizadas em quatro repeti¢fes e 0s resultados expressos em médias +
desvios padrdes. Para fendlicos totais foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA) para avaliar as
diferencgas entre os diferentes solventes e entre os dois reagentes analisados, sendo o teste de
comparacdo multipla de Tukey adotado como nivel de significancia p < 0,05. Foi determinado o
coeficiente de correlagdo de Pearson para os teores de fendlicos e as diferentes atividades

antioxidantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No arilo da copaiba (Tabela 2) pelo método de Folin Dennis, o metanol, seguido pelo etanol
80% e acetona 80 % foram estatisticamente os mais eficientes, extraindo 7,76; 6,74 e 6,38 vezes
que a acetona, respectivamente. Pelo método de Folin Ciocateau, Tabela 2, os extratores etanol 80%

e metanol 60 % foram estatisticamente os mais eficientes, extraindo 5,10 e 4,19 vezes mais que a

2

acetona. Resultados semelhantes foram relatados *, que avaliaram a composicdo fendlica de
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prépolis organica, sendo também os solventes etanol e metanol os mais eficientes no processo. O

13.25 & outros

metanol é largamente utilizado na extragdo de compostos fenolicos com eficiéncia
autores sugerem que solventes com alta polaridade como a agua e solventes com baixas polaridades
ou apolares néo sdo bons extratores %°, resultados verificados no presente estudo.

Sabe-se que ndo é uma tarefa facil encontrar um método Unico que seja adequado para a analise
de um grupo diverso de fendlicos, devido a diversidade das estruturas quimicas e variacdo de
sensibilidade dos compostos as condicdes de extracio .

A acetona pelos dois métodos quantificados, Tabela 2, foi estatisticamente a menos eficiente na

extracdo dos fendlicos do arilo da copaiba.

Tabela 2

Pesquisas tém sido desenvolvidas para separar, identificar e quantificar os compostos
fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas analiticos, uma vez que para além de
englobarem uma gama enorme de substancias, apresentam na maioria das vezes elevada polaridade,
sendo ainda muito reativos e susceptiveis a acdo enziméatica. Até ao momento, ainda nao se
desenvolveu um método satisfatorio para a extracdo seletiva de todos ou de uma classe especifica
destes compostos nos alimentos. A solubilidade dos fendlicos varia de acordo com a polaridade do
solvente utilizado, o grau de polimerizacdo e das interagdes com outros constituintes dos
alimentos®,

A quantidade de compostos fendlicos do arilo da copaiba s&o superiores a faixa de 219,56 a
1242,78 mg 100g™ encontrada nas cascas de uvas das cultivares “%; e no intervalo de 134,45 a
522,74 mg 100g™* no bagaco de maca .

Entre os compostos fenolicos encontrados em frutas nativas destacam-se os &cidos fendlicos,

flavonoides e taninos. Sabe-se que os dois primeiros sdo um dos principais responsaveis pela
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atividade antioxidante dos vegetais 2°. Desta forma, o arilo e polpa da copaiba destacaram-se nestes
compostos, sendo necessarios uma abordagem, isolamento e quantificacdo de compostos fenolicos
responsaveis pela atividade antioxidante.

No 6leo da copaiba (Tabela 3) os extratores metanol e etanol também foram os mais eficientes
pelo método de Folin Dennis, extrairam 31,84 e 22,98 vezes mais que a &gua. Os extratores
metanol, etanol 80 %, etanol, metanol 80 % e acetona foram os mais eficientes pelo método de
Folin Ciocateau, extrairam em média 700 vezes mais que a agua. Solventes com alta polaridade
como a 4gua e solventes com baixas polaridades ou apolares ndo sdo bons extratores 2, resultados

verificados no presente estudo.

Tabela 3

Houve variacbes no arilo e Oleo da copaiba pelo diferentes extratores e métodos de
quantificacdo, sendo estas variacdes de acordo com *°, que em estudos com o bagaco de uva, que
também observaram a influéncia dos extratores nos teores de fenélicos quantificados, de 1480,00 a
7950,00 mg 100g™, sendo estes Gltimos s&o maiores aos resultados do arilo e 6leo da copaiba do
presente estudo, Tabela 3. Entretanto, estes autores obtiveram as melhores extracfes de compostos
fenélicos totais do bagaco da uva em solvente acetona (50 e 70 %). Contrariamente *!, também
estudando sementes e bagaco de uva, obtiveram eficientes extragcdes dos compostos fenolicos totais
utilizando acetato de etila : metanol : agua e etanol.

Diversos autores concluiram que ndo € uma tarefa facil encontrar um método Unico que seja
adequado para a analise de um grupo diverso de fendlicos devido a diversidade das estruturas
quimicas e variacdo de sensibilidade dos compostos as condices de extracdo >’

Quanto a atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH, Tabela 4, o arilo

apresentou valores de 3,61 g g™ e sdo considerados elevados, uma vez que neste método uma boa
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atividade antioxidante total é inversa a valores altos e sim correspondentes aos menores valores **,
Ou seja, quanto menor o valor encontrado menos antioxidante € necessario para reduzir 50 % dos
radicais DPPH. Desta forma, a atividade antioxidante do arilo da copaiba estudado apresentou-se
superior aos do acai (Euterpe oleracea) de 598,00 g g*; do caju (Anacardium occidentale), de

906,00 g g™*; do umbu (Spondias tuberosa), de 933,00 g g *.

Tabela 4

Foi possivel verificar no arilo a existéncia de compostos que atuam como doadores de
hidrogénio ao radical DPPH, sendo a mesma portadora de alta capacidade antioxidante '*. O
resultado encontrado neste ensaio é influenciado, principalmente, pelo teor de compostos fendlicos,
Tabela 4 (método de Folin Ciocateau), os quais representam a principal contribuicdo quanto a
capacidade de sequestrar radicais-livres, ou seja, uma alta correlagio™.

O desempenho antioxidante de frutos e/ou residuos destes é dependente de inimeros fatores,
como origem geogréafica, condi¢des climaticas, periodo da colheita, armazenamento, temperatura de
secagem, solvente extrator, teor de fendlicos, vitaminas, carotenoides *2.

O método ABTS foi usado para confirmar os resultados do teste de DPPH, uma vez que se
baseia em um mecanismo antioxidante semelhante. De maneira diferente a apresentacdo do
resultado para o DPPH, o maior valor em uM trolox g™ é referente a uma maior concentracéo de
substancias com potencial antioxidante equivalente ao padrdo Trolox® em um grama de amostra,
apresenta alta capacidade de captura de radical ABTS *. A alta atividade antioxidante do arilo da
copaiba pelo método da captura do radical ABTS (1512,62 pmol Trolox g*) apresentou-se com
teores maiores quando comparada com cascas de frutos de Hymenaea courbaril (jatobd),

Callocarpum mamosum (coastal sapote) e Theobroma grandiflorum (cupuagu) com
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respectivamente 428,00; 377,00 e 65,30 uM trolox g™ *. Pelo método de Folin Ciocateau, observa-
se uma alta correlacdo com os compostos fendlicos, Tabela 5.

O extrato do arilo e 6leo da copaiba mostraram-se efetivos na promog¢do da atividade
antioxidante pela reducdo dos fons Fe®* (26877,31 e 112150 mm de Fe,SO, 100 g7,
respectivamente), Tabela 4. A atividade antioxidante do arilo e do 6leo da copaiba pela redugdo dos
fons Fe** foi elevada e mostrou-se com uma alta correlacdo com compostos fenélicos quantificados,
Tabela 5. Os teores de compostos fendlicos do presente estudo foram superiores as cascas de frutos
conhecidos popularmente como: roma (82,11 mm Fe,SO, 100 g™), goiaba (10,24 mm Fe,SO, 100
g1, Kiwi (11,13 mm Fe,SO,4 100 g), manga (10,13 mm Fe,SO4 100 g, banana (3,16 mm Fe,;SO,
100 g1 *.

A Tabela 5 mostra os coeficientes de correlacdo entre os compostos fendlicos e as diferentes
formas de determinacéo da atividade antioxidante. Os fendlicos avaliados no oleo e arilo da copaiba
correlacionaram-se negativamente com capacidade antioxidante por diferentes métodos. Dancey e
Reidy * apontam para uma classificacdo ligeiramente diferente: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40

até 0,60 (moderado); r = 0,70 até 1,00 (forte), independente do sinal positivo ou negativo.

Tabela 5

Resultados semelhantes ao presente estudo foram relatados em outros estudos com a

atividade antioxidante com contetido fenélico®®*’. Gardner et al.*®®, descobriram que os compostos

fenolicos contribuem em grande medida para a capacidade antioxidante de sucos néo-citricos,

enquanto que os compostos carotenoides mostraram correlagfes negativas.
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CONCLUSOES
Os solventes utilizados na extra¢do do arilo e 6leo da copaiba influenciaram diretamente os

contetidos de compostos fendlicos.

O método de Folin Dennis quantificou os maiores teores de compostos fendlicos no arilo e
6leo da copaiba.

Nos 2 métodos utilizados o metanol e etanol foram os mais eficientes, enquanto a acetona
foi a menos eficientes

O tipo e a concentracdo do extrator influenciaram nos teores de fendlicos avaliados, tanto no
arilo quanto no 6leo.

Para a atividade antioxidante, o arilo apresentou elevada atividade antioxidante pelos
métodos avaliados (ABTS, FRAP e DPPH). O d6leo da copaiba somente mostrou atividade

antioxidante pelo método FRAP.
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a) Estabilizacdo do radical-livre DPPH.
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b) Estabilizacdo do radical ABTS por antioxidante.
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c) Reducédo do complexo férrico.

Figura 1. Reac0es de diferentes atividades antioxidantes. a) DPPH, b) ABTS e ¢) FRAP.
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Tabela 1. Diferentes

Diamantina, 2011.

concentragfes dos solventes para extracdo do arilo e 6leo da copaiba.

Solventes
Combinacodes ]
Agua Metanol Etanol Acetona
1 100% 100% 100% 100%
2 - 80% 80% 80%
3 - 60% 60% 60%
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Tabela 2. Teores médios de compostos fendlicos do arilo da copaiba por diferentes extratores e

métodos de quantificacdo. Valores expressos em (mg 100g™*). Diamantina, 2011.

Extratores

Fendlicos Folin Denis

Fendlicos Folin Ciocateau

Acetona
acetona 60 %
acetona 80 %

Agua
Etanol
etanol 60 %
etanol 80 %

Metanol
metanol 60 %

metanol 80 %

450,33+ 8,66 €
1771,72+ 77,54 c

287594 +891b
2150,53+112,95¢

972,58 + 26,05 d
1982,44 + 183,22 c
3036,57 £ 142,95 b
3497,19 + 96,49 a
2176,49 + 183,74 c

2220,53 £ 26,54 c

399,68 +5,27 ¢
1449,49 £ 5521 c
1460,84 + 42,78 c
1179,50 +10,85¢c

748,64 £ 8,55d
1178,54 £56,22 c
2037,39 £ 124,88 a
1266,46 £ 99,81 c
1675,78 £ 78,45 b

1307,46 + 102,78 ¢

Médias de mesma letra na vertical (linha) ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 3. Teores médios de compostos fendlicos do 6leo resina da copaiba por diferentes extratores

e métodos de quantificacéo. Valores expressos em (mg 100g™). Diamantina, 2011.

Extratores

Fendlicos Folin Denis

Fendlicos Folin Ciocateau

acetona
acetona 60%
acetona 80%

agua

etanol
etanol 60%
etanol 80%

Metanol
metanol 60%

metanol 80%

1621,86 £ 253,97 e
2657,80 £ 265,11 ¢
679,49+ 11,14 f
144,81 + 42,33 g
3328,37 £138,12 b
634,93 + 109,16 f
1853,55 + 351,99 d
4611,60 + 191,59 a
1463,68 + 960,19 e

2071,88 +178,22 d

2225,05+ 125,01 b
917,28 +95,14d
1423,29 + 105,78 ¢
347+012¢e
2095,66 + 281,01 b
262,25 + 159,45 ¢
2262,01 + 122,10 b
2772,64 +£214,30 a
158,27 + 12,75 ¢

2091,04 + 122,75 b

Médias de mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 4. Atividade antioxidante por diferentes métodos no 6leo e arilo da copaiba. Diamantina,

2011.
ABTS DPPH DPPH FRAP
(uM trolox g™) (EC50 g™) (9 g 'DPPH) (UM sulfato ferroso g™*)
Arilo  1512,62 + 195,95 85,30 £ 34,99 3,61+148 26877,31 + 648,09
Oleo Né&o detectado Né&o detectado Né&o detectado 1121,50 + 211,59
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Tabela 5. Correlacdo de Pearson (r) entre os compostos fendlicos e capacidade antioxidante por

diferentes métodos, no arilo e 6leo da copaiba. Diamantina, 2011.

Amostra Metodos Folin Denis Folin Ciocateau
arilo ABTS -0,33 -0,98
arilo DPPH -0,50 -1,00
arilo FRAP -0,50 -1,00
6leo FRAP -1,00 -0,50

Significancia p < 0,05
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