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RESUMO

Foram determinados o teor de fendlicos totais e a
atividade antioxidante de folhas da Terminalia catappa
Linn em diferentes estagios de maturacdo. O teor de
fendlicos totais foi avaliado em extratos etanoélicos
e etandlicos acidificados, ndo havendo diferenca
significativa entre os mesmos (P>0,05); o teor de
fenolicos médio foi de 15,77 (mg/g) e 15,41 (mg/g),
para as folhas verdes e maduras, respectivamente,
expressos em mg de catequina por g de amostra. A
atividade antioxidante foi determinada pelo método
de decomposicido do B-caroteno/acido linoleico, sendo
expressa como fator antioxidante (AOX), variando de
0,0140 (A/h) 20,0767 (A/h), como atividade antioxidante
(AA), variando de 0,00% a 84,92% e como razao da
velocidade de oxidaciao (RVO), variando 0,1508 a 1,000,
utilizando BHT como padrio. A atividade antioxidante
do BHT e das amostras ndo diferiram estatisticamente
(P>0,05), demonstrando a potencialidade de uso desta
planta como fonte natural de compostos antioxidante
em ambos os estigios de maturacio.
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INTRODUCAO

Os antioxidantes podem ser definidos como
substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagdo
(Halliwell, 2001), podendo estes ser enzimaticos, como
as superoxido dismutases, as catalases e a glutationa
peroxidase, ou ndo enzimaticos, tais como a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os
compostos fenodlicos. O consumo de antioxidantes naturais,
como os compostos fenolicos presentes na maioria das
plantas, que inibem a formacao de radicais livres, também
chamados de substancias reativas, tem sido associado a
uma menor incidéncia de doencas relacionadas com o
estresse oxidativo (Droge, 2002).
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Produtos sintéticos, tais como o butil hidroxitolueno
(BHT), 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno, e o butil
hidroxianisol (BHA), o qual ¢ uma mistura dos isomeros
2-terc-butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol,
que agem como sequestradores de radicais livres, e sdo
bastante utilizados na industria alimenticia (Ramalho
& Jorge, 2006). No entanto, em funcdo dos possiveis
problemas provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no sentido de
encontrar produtos naturais com atividade antioxidante,
que permitam a substituicdo dos produtos sintéticos ou a
associagdo entre eles (Sousa et al., 2007).

A Terminalia catappa Linn (TCL), também
conhecida como amendoeira-da-praia, ¢ uma planta
da familia Combretaceae, muito encontrada em toda a
costa brasileira e em regides tropicais do mundo, sendo
bastante utilizada como planta ornamental devido a sombra
proporcionada pela sua copa (Paula, 2008).

A alta concentracdo de taninos nas folhas da planta
revela que elas podem servir como fontes de antioxidantes
naturais. Estudos recentes tém demonstrado potenciais de
exploracdo da TCL como agente antibacteriano (Opara
et al., 2012), antioxidante (Saroja & Annapoorani, 2012),
antitumoral (Kotresha et al., 2012), antidiabético (Patel et
al., 2012), hepatoprotetor e anti-inflamatorio (Mohale et
al., 2009).

As folhas e os frutos da TCL tém sido usados como
fontes medicinais populares com agdo antipirética e na
prevencdo de hepatoma e hepatites (Chen et al., 2000).
Tradicionalmente, apenas as folhas caidas sdo usadas na
preparacdo de infusdes que sdo ingeridas como bebidas para
tais tratamentos, pelo fato das folhas verdes apresentarem
um sabor muito adstringente, devido a presenga do alto teor
de taninos, o que as inviabiliza para o consumo (Peterson
& Johnson, 1978). Nagappa et al. (2003) observaram
significativa atividade antidiabética produzida por extratos
do fruto da amendoeira-da-praia, a qual pode ser atribuida
ao potencial antioxidante desta espécie.

Este trabalho teve como objetivo a quantificagao dos
compostos fenodlicos totais e da capacidade antioxidante
de extratos das folhas da TCL em diferentes estagios de
maturagdo, com a finalidade de obter mais informagdes que
auxiliem na avaliagdo do potencial de aplicacdo da planta
como fonte de antioxidantes naturais.
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MATERIAL E METODOS

Preparo das amostras

As folhas da TCL foram coletadas em pontos
distintos, na cidade de Itapetinga, Bahia, entre os meses de
fevereiro e marco. As folhas foram coletadas observando-
se dois estagios de maturagdo: verdes (ainda ligadas
a planta) e maduras (caidas com até 24 h). Logo apos a
coleta, as folhas foram lavadas com agua deionizada e
levadas a um secador artesanal com ventilacao forgada a
55°C, onde permaneceram por 12 horas. Apos a secagem,
as folhas foram trituradas em um moinho de bancada, e¢ o
po obtido foi classificado em peneiras 7jler para tamanho
da particula igual a 180 um, para realizagdo das analises
(Lemos et al., 2011).

Foram preparados extratos etandlicos e etanolicos
acidificados (2% v/v em HCI) para a quantificagdo dos
compostos fenolicos, ¢ para a avaliagdo da atividade
antioxidante somente foram utilizados extratos etanolicos.
Os extratos foram obtidos através da adigdo de 100
mililitros de solvente a 10 gramas do pd de cada amostra.
A mistura foi homogeneizada utilizando-se de agitacao
constante durante 60 minutos, a temperatura ambiente
(28°C + 2°C). Em seguida, o material foi submetido a
centrifugacdo a 3000 x g, durante 15 minutos (Kahkonen
et al., 1999), o sobrenadante foi coletado e levado ao
processo de concentragdo num evaporador rotativo a
65 °C, para remocdo do solvente. Posteriormente, os
concentrados foram ressuspensos em 50 mL dos solventes
correspondentes ¢ mantidos sob refrigeracdo até o momento
da analise.

A acidificagdo do solvente para analise de fenolicos
totais ¢ indicada por alguns autores como forma de aumentar
o percentual de extragdo dos compostos fenolicos, além de
ajudar a estabilizar e prevenir possiveis isomerizagdes dos
acidos fendlicos (Lee, 2004).

Sheabar & Neeman (1988) encontraram uma
solubilidade maxima de polifenois de bagagos de oliva
em uma fase orgdnica em pH 4. Baublis et al. (2000)
observaram que extratos aquosos de cereal homogeneizados
submetidos a um tratamento de pH que simulava o trato
gastrointestinal apresentaram uma atividade antioxidante
maior que os extratos aquosos nao tratados.

Determinac¢io dos compostos fendlicos totais

A determinag@o dos fenolicos totais foi realizada
através do procedimento proposto por Wettasinghe &
Shahidi (1999) utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau
(Merck) e adotando a catequina como padrao.

O teor de fendlicos foi determinado por leitura de
absorbancia em 773 nm e interpolagdo com uma curva
analitica de solugdo padrio de catequina. A equacdo
da curva analitica foi C = 8,787 Abs + 0,170 com R?> =
0,9981 (C = concentragdo da catequina em mg.mL"', A =
absorbancia em 773 nm e R? = coeficiente de correlagio).
As determinagdes foram realizadas em triplicata e os teores
de fenolicos totais foram expressos em mg de catequina/g da
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amostra desidratada. As absorbancias foram determinadas
através de um espectrofotometro Shimadzu UV Mini 1240.

Determinacio da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos das folhas, do
controle e do padrdo utilizado (BHT), butil hidroxitolueno,
foi determinada de acordo com o método de decomposicao
do B- caroteno/acido linoleico (Marco, 1968). Hum (1) mg
de B-caroteno foi dissolvido em 10 mL de cloroférmio,
em seguida, retirou-se 1 mL dessa solugdo e em um baldo
volumétrico, protegido da luz por um envoltorio opaco,
adicionou-se 200 mg de acido linoleico e 100 mg de Tween
40. O cloroférmio foi removido por evaporagao a 40°C por
5 minutos, adicionando-se suavemente ao residuo 50 mL
de agua destilada, aerada previamente, para a formagao
de uma emulsdo. Em tubos de ensaio identificados, foram
preparadas as amostras através da adi¢do de 40 pL dos
extratos a 3 mL da emulsdo contendo B-caroteno, o controle
foi preparado adicionando-se 40 pL do solvente a 3 mL da
emulsdo com B-caroteno e a solugdo padrao foi resultado da
adi¢do de 40 pL da solugdao de BHT 1% a 3 mL da emulsao
contendo B-caroteno. As absorbancias dos extratos, solucao
de controle ¢ padrao, foram monitoradas a 470 nm, durante
120 minutos, em intervalos de 15 minutos, sendo mantidos
incubados em um banho-maria a (45 + 2)°C durante o
periodo de analise.

A atividade antioxidante foi calculada por trés
métodos diferentes. No primeiro, o valor da absorbancia
foi langado graficamente em fun¢do do tempo, em uma
curva cinética, e o valor absoluto do coeficiente angular
foi expresso como fator antioxidante (AOX). No segundo
método, a atividade antioxidante (AA) foi calculada em
termos de percentual de inibigdo relativa ao controle, usando
a seguinte equacao (Lima et al., 2004a): % inibicdo = (A-B
/ A) x 100, onde A = absorbancia inicial — absorbancia final
do controle ¢ B = Absorbancia inicial — absorbancia final
da amostra. A terceira forma de expressdo da atividade
antioxidante ¢ baseada na razao da velocidade de oxidagao
(RVO), calculada de acordo com o método de Marinova et
al. (1994), por meio da equagdo: RVO =B/ A, em que A
¢ B representam os mesmos parametros para o calculo do
% inibigdo.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido através de um
Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), com 3
(trés) repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de Tukey para comparacdo de médias, através do
programa computacional Sistema para Analise de Varidncia
— SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS

Pode-se observar através dos resultados obtidos
(Tabela 1) que os teores de compostos fenolicos nas folhas
da TCL ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) com o
estdgio de maturacdo ou com a acidificagao do solvente.
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Tabela 1. Teores de compostos fenodlicos totais em folhas de
Terminalia catappa L. em diferentes estagios de maturagao.

Fendlicos totais (mg.g™')*

Estagio de maturagéo Solventes**

Etandlico Etandlico acidificado 2%
Verde 16,07 + 0,14 @A 15,47 + 0,80
Madura 15,16 + 0,24 a4 15,66 + 0,40 **

*mg.g"! da amostra desidratada em equivalente de catequina. ** Médias em triplicata + desvio
padrdo. Médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas e maiuscula nas colunas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

O comportamento de decomposi¢do do -caroteno
quando submetido a acdo dos extratos, do BHT e do
controle foram acompanhados no decorrer do tempo
(Figura 1) para determinagao do fator antioxidante (AOX),
atividade antioxidante (AA) e razdo da velocidade de
oxidagdo (RVO). O calor fornecido através do aquecimento
no banho-maria foi o responsavel pelo desencadeamento
das reagdes de degradagdo do B-caroteno.
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Figura 1. Curva de descoramento do -caroteno.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos.

Amostras AOX (A/h)* AA (%)* RVO*
Controle 0,0767 A 00,00 A 1,0000 *
BHT 0,0140 © 8492 © 0,1508 ®©
Extrato folha verde 0,0312 & 65,53 & 0,3447 &
Extrato folha madura 0,0282 ®© 66,69 0,3331 &
P 0,0006 0,0010 0,0010
CV (%)** 23,93 24,42 29,13

* Médias seguidas de diferentes letras maiusculas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). **Coeficiente de variagdo percentual (%).

Os resultados comparativos da atividade

antioxidante das solucdes, avaliados através dos trés
métodos de expressdo, podem ser observados através da
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Tabela 2, ndo sendo detectadas diferengas significativas
(P>0,05) entre os extratos das folhas verdes e maduras e a
solugdo de BHT.

DISCUSSAO

Quimicamente os taninos sdo classificados em dois
grupos principais, cujas estruturas sdo muito diferentes
entre si, embora todos tenham moléculas poli-hidroxifenois
ou seus derivados, os taninos hidrolisdveis € os taninos
condensaveis. A estrutura quimica basica dos taninos
condensados ¢ relacionada a estrutura da catequina (Bobbio
& Bobbio, 2003). A conversdao dos taninos condensaveis
em outros compostos fendlicos € possivelmente a causa
para manutencdo dos mesmos teores de fenolicos totais
nas folhas maduras, as quais se diferenciam pela perda
da coloragdao verde e auséncia de adstringéncia quando
comparadas as verdes. Como relatado por Peterson &
Johnson (1978), o estagio de maturacdo das folhas tem
relagdo direta com as caracteristicas sensoriais das infusoes.

A acidificagdo dos extratos ndo influenciou nos
resultados encontrados, o que evidencia a potencialidade de
uso de folhas da TCL como fonte de fenélicos em produtos
que sdo submetidos a diferentes condi¢des de acidez
durante sua preparagdo ou beneficiamento, restringindo o
numero de antioxidantes vidveis para uso.

As folhas da TCL apresentaram um teor de
compostos fendlicos médio (15,59 mg/g) semelhante a
outros vegetais considerados como boas fontes de fenolicos,
tais como, hortela (Mentha arvensis) (17,10 mg/g); capim-
cidreira (Cymgopogun citratus) (16,29 mg/g) e camomila
(Matricaria recutita) (12,70 mg/g) (Lima et al., 2004b),
sugerindo uma potencial fonte natural de componentes
antioxidantes, abundante em grande parte do Brasil.

O fator antioxidante (AOX) das amostras ¢ definido
como o coeficiente angular das curvas de descoramento
do B-caroteno, ou seja, na auséncia da oxidacdo a curva
apresentara um coeficiente angular e um AOX igual a zero
(0,0), assim sendo, quanto menor o valor do AOX maior
sera a capacidade antioxidante do composto. Os fatores
antioxidantes das amostras ndo apresentaram diferencgas
significativas (P>0,05) entre o BHT e os extratos das folhas
pelo Teste de Tukey, o que demonstra que a capacidade
de proteg¢do a oxidagdo exercida pelos extratos naturais é
comparavel ao do produto comercial.

A atividade antioxidante (AA) do BHT nao diferiu
significativamente (P>0,05) dos extratos das folhas verdes
e maduras. O potencial antioxidante pode ser evidenciado
através do comportamento da curva de descoramento do
[-caroteno que caracteriza um o baixo nivel de degradagado
deste composto frente ao uso do antioxidante comercial
ou dos extratos das folhas. Estas amostras apresentaram
comportamentos distintos daquele observado com a
solugdo controle, a qual apresentou uma maior diminui¢ao
da absorbancia em funcdo do tempo de analise, como
resultado da decomposi¢ao do [-caroteno provocado
pelo processo oxidativo.

Compostos que apresentam uma elevada AA
(% inibigdo) demonstram reduzir efetivamente ou
retardar o processo de decomposi¢do do B-caroteno por
oxidagdo, revelando-se como substancias que podem
atuar positivamente no combate a oxidagdo de outros
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compostos. A razdo de velocidade de oxidagdo (RVO) nos
fornece uma estimativa comparativa de qudo rapido os
compostos se degradam ao longo do tempo na presencga de
um determinado antioxidante comparado a uma solucao
controle. Quanto menor a RVO de um material, melhor
sera a sua atividade antioxidante, sendo desejavel que a
RVO seja 0 mais proximo de 0 (zero) quanto possivel. Nao
foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre o
BHT e os extratos das folhas da TCL, no que diz respeito
ao RVO, o BHT apresentou uma razao de velocidade de
oxidagdo, aproximadamente, duas vezes menor que aquelas
observadas para os extratos das folhas verdes ¢ maduras.

Os resultados obtidos evidenciaram os extratos
de folhas da TCL como uma boa fonte de compostos
fendlicos e antioxidantes, sendo opgdes viaveis de uso
quando da substitui¢do de antioxidantes sintéticos como
o BHT, considerando as constantes discussdes a respeito
da toxicidade destes (Bauer et al., 2001). Recomenda-se
a utilizagdo das folhas maduras no preparo de infusdes
devido a menor adstringéncia, sem perdas na capacidade
antioxidante, quando comparado com as folhas verdes,
onde era esperada uma maior capacidade antioxidante
decorrente de uma maior presenga de taninos.
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ABSTRACT

Antioxidant activity and phenolic content of Terminalia
catappa Linn leaves at different stages of maturation

The total phenolic content and antioxidant activity
of Terminalia catappa Linn leaves were determined
at different stages of maturation. The total phenolic
content was assayed in ethanol and acidified ethanol
extracts, there being no significant difference between
the two (P>0.05); the average total phenolic content was
15.77 (mg/g) and 15.41 (mg/g), for young and mature
leaves, respectively, expressed in mg of catechin per g
of sample. The antioxidant activity was determined by
B-carotene/linoleic acid decomposition and expressed as
antioxidant factor (AOX), ranging from 0.0140 (A/h) to
0.0767 (A/h), as antioxidant activity (AA), ranging from
0.00% to 84.92% and as oxidation rate ratio (ORR),
ranging from 0.1508 to 1.0000, using BHT as a standard.
The antioxidant activity of BHT and samples did not
differ statistically (P>0.05), showing the possibility
of using this plant as a natural source of antioxidant
compounds at both stages of maturation.

Keywords: Terminalia catappa. Antioxidant activity, Total
phenolic compounds.
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