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RESUMO

Caryocar brasiliense (Pequi) ¢ uma planta do Cerrado amplamente utilizada na medicina
tradicional. A analise fitoquimica de espécies vegetais ¢ importante para conhecer seus
metabolitos secundarios que podem ser efetivos na terapéutica de diferentes patologias. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a presenga de compostos fenolicos totais, flavonoides,
antocianinas e¢ dosar a atividade antioxidante nos extratos brutos metandlico das folhas e
etanolico da casca. Os extratos foram preparados por meio de banho ultrassonico ou agitagao
magnética. Para a folha utilizou-se o solvente metanol 100% e para a casca etanol 96%. A
dosagem de compostos fenolicos foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, flavonoides e
antocianinas pelo método descrito por Lees e Francis. A atividade antioxidante foi avaliada
pelo método do DPPH. A folha apresentou maior teor de compostos fenolicos e flavonoides
totais do que a casca, para ambos os métodos de extracdo. Considerando o teor de
antocianinas, tanto no extrato bruto das folhas quanto da casca, nao houve diferenca estatistica
significativa entre eles (p<0,05), exceto para a casca de pequi por agitacdo magnética.
Observou-se que a folha de pequi por banho ultrassdnico apresentou a maior atividade
antioxidante nas concentra¢des de 12,5, 25 e 50 ug mL™', com valores respectivamente, de
15%, 32,4% e 72,2%. Tais resultados podem ser explicados pela consideravel concentracdao
de fenolicos totais nas folhas de pequi, os quais possuem grande capacidade de doar elétrons
ao radical DPPH e estabiliza-lo. Portanto, essa espécie apresenta compostos antioxidantes que
podem sequestrar radicais livres em condigdes in vitro.

Palavras-chave: Produtos naturais. Cultura popular. Bioma. Farmacos. Métodos de extragao.



ABSTRACT

Caryocar brasiliense, popularly known as Pequi, is a Cerrado plant widely used in
traditional medicine. A phytochemical analysis of plant species is important to know their
secondary metabolites that can be effective in the treatment of different pathologies. The aim
of the present study was to evaluate the presence of total phenolic compounds, total
anthocyanins and flavonoids and to analyze the antioxidant activity in the raw extracts of
Pequi leaves and bark. The extracts were prepared from leaves and bark by extraction by
ultrasonic bath or magnetic stirring. For a used sheet or 100% methanol solvent and for a
96% ethanol shell. Phenolic compounds were measured by the Folin-Ciocalteu method,
anthocyanins and flavonoids by the method described by Lees and Francis. An antioxidant
activity was evaluated by the DPPH method. One leaf shows the highest content of phenolic
compounds and total flavonoids than the bark for both extraction methods. Allocating
anthocyanin content, both crude leaf extract and bark), there was no statistically significant
difference between them (p <0.05), except for the (CAP). We observed that the leaf (FUP) has
the highest antioxidant activity in the variations of 12.5, 25 and 50 ug / ml, with values of
15%, 32.4% and 72.2% respectively. These results can be explained by the concentration of
total phenolics in pequi leaves, which have great capacity to donate electrons to the radical
DPPH and stabilize it. Therefore, this species has antioxidant compounds that can sequester
free radicals under in vitro conditions.

Key words: Natural products. Popular culture. Biome. Drugs. Extraction methods.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, infecgdes fungicas tém sido uma importante ameaga clinica, com
significativa morbidade e mortalidades associadas que sdo devidos principalmente ao
desenvolvimento de multirresisténcia frente aos antimicrobianos disponiveis na terapéutica.

Desse modo, o estudo de plantas medicinais ¢ importante por possibilitar a descoberta
de produtos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos. O Cerrado possui uma area
imensa com diversas plantas que ainda precisam ser mais exploradas, por possuirem grande
potencial de aplicabilidade terapéutica.

Caryocar brasiliense pertence a familia Caryocaraceae, ¢ uma planta do Cerrado
popularmente conhecida como Pequi. Seu fruto ¢ bastante consumido na regido, sendo
também utilizado para a fabricacdo de Oleos comestiveis para o combate de fungos e
bactérias, além disso ele € rico em vitaminas A, C ¢ E. O Pequi possui inumeros beneficios
para a saude humana e vem trazendo resultados satisfatdrios para a area farmacéutica e
bioquimica, tendo um forte potencial fioterapico para a medicina popular.

Assim, a busca por compostos quimicos através dos metabdlitos secundarios como os
fenolicos, flavonoides, antocianinas e antioxidantes torna-se uma alternativa para o
desenvolvimento de novas drogas que atuem contra diversas patologias.

Portanto, conhecendo-se o potencial demonstrado pelos compostos naturais ¢ da
importancia da descoberta de novas drogas, faz-se necessario a avalia¢ao do perfil fitoquimico
de extratos vegetais de plantas medicinais do bioma Cerrado objetivando futuramente a

descoberta de novos farmacos.

REFERENCIAL TEORICO

1.1 Plantas do Cerrado

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a
espécie humana, o conhecimento popular tem grande contribui¢do para a divulgagdo das
propriedades terapéuticas obtidas a partir do uso dessas plantas. Recentemente, surgiram
estudos que indicam a existéncia de plantas do Cerrado com intimeras atividades
antimicrobianas e, entre elas, acdo fungicida. O Cerrado, com sua alta biodiversidade e 44%
da flora endémica permite buscas promissoras por substancias vegetais com atividade

antimicrobianas, nematicidas, bactericidas e fungicidas. Os extratos e Oleos essenciais
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extraidos de plantas tém grande potencial no controle de microrganismos patogénicos, e
muitos deles agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de
esporos, além da capacidade de induzir o acimulo de fitoalexinas nas plantas nos casos de
fungos fitopatogénicos (CHAVES, 2018).

Nas tultimas trés décadas, o Cerrado tem passado por um processo de transformagao
continua, que tem afetado a dinamica deste importante ecossistema brasileiro. O Cerrado
ocupa a porcao central do territorio brasileiro, onde se localiza a maior parte da populagao
brasileira, bem como, os estados mais industrializados e com forte vocagao para agricultura e
pecudria. Com a expansdo da agropecuaria, o Cerrado deu lugar a pastagens, plantacdes de
cereais ¢ monoculturas, com a finalidade de abastecer o grande mercado consumidor
brasileiro e também a exportagdo de produtos agricolas. O Brasil ¢ conhecido como o celeiro
do mundo, devido a sua grande area agricultavel (NUNES; TRALDI, 2019).

A espécie C. brasiliense, tem sido relatada por possuir atividade antifingica. O 6leo
comestivel das sementes desta planta mostra bioatividade em testes de suscetibilidade in vitro

sobre isolados de Cryptococcus. neoformans e Paracoccidioides brasiliensis (PASSOS et al.,

2002).

1.2 Atividade antioxidante das plantas do Cerrado

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais € outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam a
acdo de radicais livres e danos ao nosso organismo. O termo antioxidante significa que
impede a oxidagdo de outras substincias quimicas, que ocorrem nas reagdes metabolicas ou
por fatores exdgenos, como as radiagcdes ionizantes. S3o obtidos pelos alimentos, sendo
encontrados na sua maioria nos vegetais, o que explica a acdo saudavel que as frutas,
legumes, hortalicas e cereais integrais exercem sobre o organismo (OS ANTIOXIDANTES...,
2009).

Devido a necessidade de protecdo contra os radicais livres, gerados pela exposi¢cdo aos
raios solares e ao oxigénio, as plantas concentram uma grande diversidade de antioxidantes,
podendo ser consideradas uma importante fonte desses compostos. Nas industrias de
alimentos, de cosméticos e farmacéuticos, o interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes
naturais tem aumentado nos ultimos anos. Os compostos antioxidantes naturais t€ém sido
isolados de diferentes partes de plantas, tais como sementes, frutos, folhas, raizes e nas

especiarias (GUIMARAES, 2016).



12

A polpa do pequi contém uma boa quantidade de 6leo comestivel e € rico em vitamina
A e proteinas, transformando-se em importante complemento alimentar. Como uso medicinal,
o0 6leo da polpa tem efeito tonificante, sendo usado contra bronquites, gripes e resfriados e no
controle de tumores. O ché das folhas ¢ tido como regulador do fluxo menstrual (ROESLER
et al., 2007).

1.3 Compostos fenolicos das plantas do Cerrado

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fenois
simples, acidos fenodlicos (derivados de acidos benzodico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Dentre as diversas classes
de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos t€m recebido
muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidagdo lipidica e a
lipooxigenase in vitro. A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras como prétons e elétrons e estrutura quimica.
Estas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).

Os compostos fenolicos t€ém recebido crescente interesse nos ultimos anos, uma vez
que sdo encontrados em grande quantidade em plantas e que o consumo de vegetais ou
bebidas ricas nos mesmos pode reduzir o risco de vérias doencas devido, entre outras, a sua
atividade antioxidante. Assim varios estudos t€ém analisado o potencial antioxidante de uma
variedade de alimentos. Como consequéncia apareceram varios ensaios para avaliacdo do
mesmo in vitro em diferentes amostras como vinho, frutas e outros vegetais (GIADA, 2006).

Em solos acidos, devido a uma reducao na taxa de conversao de amonio a nitrato, a
incorporagdo de nitrogénio pode ser inibida, o que tem sido utilizado para explicar estudos
que constataram altos niveis de producdo de metabodlitos secundarios (especialmente
compostos fendlicos) associados a plantas crescendo nesse tipo de solo. Os niveis de fosforo e
potassio, apesar de relativamente pouco estudados, também podem ter efeitos na produgdo de

metabolitos nitrogenados (NETO; LOPES, 2006).

OBJETIVO
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Objetivo geral

Realizar a analise fitoquimica dos extratos brutos das folhas e cascas da espécie

vegetal do Cerrado Caryocar brasiliense.

Objetivos especificos

e Realizar os dois métodos de extragdo, agitacdo magnética e banho ultrassonico;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas
totais dos extratos metandlico para folha e etanolico para casca;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos metandlico para folha e etanolico para

casca.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obteng¢ao do material vegetal

As folhas de C. brasiliense foram coletadas manualmente e a casca foi coletada com
um auxilio de facdo. Os materiais vegetais da espécie selecionada foram coletados no més de
agosto de 2016 em uma fazenda na BR 354, proximo a Patos de Minas, Minas Gerais, Brasil,
a46° 39' 57.881" Norte; 18° 35' 30.433" Oeste. A fazenda esta localizada a 12 km de Patos de
Minas e o tipo fisionomico predominante ¢ o Cerrado.

A identificacdo do material vegetal coletado foi realizada pela professora especialista
em botanica do Instituto de Biotecnologia (IBTEC), Dra. Terezinha Aparecida Teixeira. Apos
a coleta e obtencdo dos materiais vegetais, estes foram lavados em agua, para a retirada de
impurezas, € em seguida foram armazenados em ultra freezer a uma temperatura de -80°C.
Para a producao dos extratos brutos, os vegetais foram retirados do ultra freezer e colocados
rapidamente para dessecar em liofilizador (modelo Liotop/L101) por um periodo de 72 horas,
em seguida foram trituradas em moinho de facas tipo Willye (modelo Star FT-50) até o estado

de po fino.

2.2 Preparacio dos extratos etandlico e metanoélico
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Para a preparacdo dos extratos foram feitos dois métodos: sendo o primeiro por banho
ultrassonico e o segundo por agitagdo magnética. O pd obtido das folhas e cascas foram
pesados duas vezes, obtendo-se a quantidade de 4 g para cada. Para o primeiro método, os pds
foram colocados em um Erlenmeyer de 250 mL e colocados os respectivos solventes, para a
folha de pequi foi utilizado o metanol 100% e para a casca foi o etanol 96%, sendo a
quantidade de 200 mL para cada. Em seguida, foram levados para o banho ultrassonico
durante 15 min, depois foram retirados e deixados em descanso por 5 min, sendo esse
procedimento feito 3 vezes e por fim foi colocado papel filme nos Erlenmeyers para que a luz
ndo degrade os compostos presentes no extrato e levados até a geladeira. Para o segundo
método os poés foram colocados em frascos ambar de 500 mL, adicionando-se 200 mL de
solvente e levando-os em agitador magnético durante 24 h. Feito os dois métodos, ambos
extratos foram filtrados a vacuo em um Kitasato e rotaevaporados. Como os extratos ficaram
aquosos, os mesmos foram levados para o liofilizador durante 72 h e depois colocados em

tubos Falcon de 50 mL e guardados no armario.

2.3 Determinacao do teor de fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu
de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,1 mL da
amostra diluida (50 g L") com 0,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu.
Posteriormente 0,4 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (75 g L'l) foi adicionado a
mistura reacional. As leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm apds incubagdo a
temperatura ambiente durante 2 h. O acido galico (250 mg/mL™) foi utilizado como padrio de
referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de 4cido galico (mg
EAG) por grama de FAP, FUP, CAP e CUP de material vegetal. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.4 Avaliacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o procedimento descrito
por Lees e Francis (1972), seguidas de pequenas modificagdes. Foi preparada a solugao
extratora, adicionando 15 mL de HCI 1,5 mol/L diluido e¢ 85 mL de etanol 96% em uma

proveta de 100 mL. Foi feita a dilui¢io de 1000 ug mL™' em triplicata adicionando 12 pL da



15

amostra ¢ 2988 pL da solucdo extratora em béquers, foi deixado over night (12 horas no

escuro) e por fim realizada a absorbancia a 374 nm.

2.5 Avaliacio de antocianinas

O teor de antocianinas totais foi determinado de acordo com o procedimento descrito
por Lees e Francis (1972), seguidas de pequenas modificagdes. Foi preparada a solugao
extratora, adicionando 15 mL de HCI 1,5 mol/L diluido e 85 mL de etanol 96% em uma
proveta de 100 mL. Foi feita a diluigdo de 1000 pg mL™' em triplicata adicionando 12 pL da
amostra ¢ 2988 pL da solucdo extratora em béquers, foi deixado over night (12 horas no

escuro) e por fim realizada a absorbancia a 535 nm.

2.6 Método DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livrtes DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia de
Lopes-Lutz et al, (2008) seguidas de pequenas modificacdes. Uma solugdo etanodlica de DPPH
foi preparada na concentra¢io de 40 pg mL™". Para a avaliac¢io, 0,9 mL da solu¢io de DPPH
foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢ao de 0,1 mL de cada diluigdo do
extrato metanolico e etandlico em pg mL™'. Em paralelo, o controle negativo foi preparado
contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Apos 60 min, leituras foram realizadas
utilizando o espectrofotometro no comprimento de onda de 517 nm. A atividade antioxidante

(AA%) foi calculada usando a seguinte equagao:

AAY% = [(ACN - AAmo) / ACN] * 100
Em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.
2.7 Analise estatistica
Os resultados para as caracteristicas avaliadas (compostos fenolicos totais, flavonoides

totais e antocianinas totais), assim como a atividade antioxidante pelo método de DPPH,

foram feitas andlises de variancia, seguida pelo teste F, para verificar a existéncia de diferenca
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entre as amostras, de acordo com a aplicacdo de cada metodologia utilizada. As anélises
foram realizadas utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em
graficos de barras e o software empregado foi o Graph Pad Prism versdao 5.01. Considerando
os resultados obtidos e a necessidade de correlaciona-los e agrupa-los, a andlise de
componentes principais (PCA) e a andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA) foram

utilizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do teor de fenolicos totais

Os compostos fenodlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante.
Esses compostos podem ser naturais ou sintéticos, eles estdo presentes também nos vegetais,
fazendo parte do metabolismo secundario dos mesmos e tendo grande importancia para a area
farmacoldgica, medicinal e antifingica (PRAIA et al., 2014).

O método Folin-Ciocalteu se baseia na reducdo dos dacidos fosfotingstico e
fosfomolibdico, presentes no reagente, pelos compostos fenodlicos presentes na amostra na
forma de oxido de tungsténio e 6xido de molibdénio em meio alcalino (Figura 1) (ALVES et
al., 2014).

Figura 1. Reacdo de substincias redutoras com reagente de Folin — Ciocalteu. O acido galico em condigdo

alcalina reage com o complexo fosfomolibdico do reagente Folin — Ciocalteu. Na reacdo ha uma mudanca de
cor, indicando que houve reducdo do composto fosfomolibdico, passando da coloracdo amarelada para a azulada.
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Fonte: (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009)
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Os resultados obtidos na determinagdo dos fenodlicos totais pelo método Folin-
Ciocalteu, expressos como miligramas equivalente de acido galico (mg EAG) por grama de

peso seco de material vegetal, estdo apresentados na (Figura 2).

Figura 2. Teor de compostos fendlicos totais utilizando os extratos metanoélico para folha e etandlico para casca
de Pequi. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott. FAP: Folha pequi por agitagdo magnética. FUP: Folha pequi por banho ultrassonico. CAP: Casca
pequi por agitagdo magnética. CUP: Casca pequi por banho ultrassonico.
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Através da analise estatistica utilizando-se o teste de Scott-Knott (p<0,05) observou-se
que a folha de pequi apresentou maior teor de compostos fendlicos em relagdo a casca para
ambos os métodos de extracdo, sugerindo um alto teor de compostos fenolicos totais, como
taninos, flavonoides e antocianinas nas folhas dessa espécie.

Nota-se neste estudo que a folha de pequi pelo método de agitacdo magnética,
apresentou maior teor de fendlicos totais (547,87 mg EAG g ™), em relacdo a quantidade
obtida pelo banho ultrassénico (490,18 mg EAG g ). Por outro lado, houve uma diferenca
significativa, com valores mais expressivos de fendlicos totais obtidos pela casca de pequi
pelo método ultrassénico (364,72 mg EAG g '), em relagdo a casca utilizando agitacio
magnética (278,46 mg EAG g ™).

Conforme Sarker; Latif e Gray (2006) o banho ultrassonico ¢ um método de
maceragdo modificado em que a extragdo ¢ facilitada através dos pulsos de frequéncia. O
ultrassom ¢ usado para induzir um estresse mecanico nas células através da produgdo de
cavitagdes na amostra. A quebra celular aumenta a solubilizagdo de metabdlitos no solvente e

melhora a extragdo. Por outro lado, a agitacio magnética € usada para garantir uma mistura
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homogénea, podendo aumentar a velocidade da extragdo, a mesma acaba quando um
equilibrio ¢ alcangado entre a concentracdo de metabdlitos no extrato e a quantidade no
material vegetal.

Observou-se por meio dos resultados que o FAP se mostrou melhor que FUP (a
agitacdo magnética foi mais eficiente para a extracdo das folhas), o que pode ter acontecido
como explicado anteriormente, a agitacdo magnética promove uma mistura homogénea e com
velocidade maior para a extragdo. No entanto, CUP se mostrou melhor que CAP (o banho
ultrassonico foi mais eficiente para a extragdo da casca).

Comparando-se os resultados desse estudo com a literatura, Baeta (2013) avaliou os
compostos fendlicos presentes na polpa de pequi por 4 tipos de armazenamento, sendo eles: in
natura, conserva, in natura liofilizada e conserva liofilizada, utilizando dois solventes para
extracdo: aquoso e metanolico. Todos os extratos quantificados apresentaram teores de
compostos fendlicos, sendo que o menor foi obtido no extrato aquoso da polpa em conserva
(19,31 mg EAG g ) e o maior no extrato etandlico da polpa in natura liofilizada (92,44 mg
EAG g 1), podendo comprovar que a extragio etandlica, neste caso, ¢ a mais eficiente. Nota-
se diferenca entre as polpas estudadas, verificando uma diminui¢cdo do teor de compostos
fenolicos na polpa em conserva, porém com o teor obtido pode-se considera-la um alimento
com capacidade antioxidante.

Comparando-se os resultados desse estudo com a literatura, Macedo et al (2007) os
resultados das analises desenvolvidas em folha, casca e caule de S. adstringens evidenciaram
que a folha apresenta maior teor de compostos fenolicos seguidos de casca e caule. Os valores
encontrados demonstram que as folhas podem ser utilizadas como matéria prima para

extragdo de compostos fenolicos principalmente, no que se refere aos flavonoides e taninos.

3.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

Os flavonoides sao compostos fenolicos encontrados em diversos alimentos do reino
vegetal, como maca, repolho, uva, cebola, brocolis, chicoria, aipo, chd, soja e cacau. Os
flavonoides possuem vdrias atividades bioldgicas, como acdo anti-inflamatdria, antiviral,
antibacteriana, antialérgica e vasodilatadora, e estdo associados a prevengdo de doencas
cronicas, como o cancer ¢ as doencas cardiovasculares (OLIVEIRA, V. P; ESPESCHIT;
PELUZIO, 2019).

A grande maioria desses compostos possui 15 atomos de carbono em seu nucleo

fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas,
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apresentando um nucleo caracteristico C6-C3-C6. Nos compostos triciclicos, as unidades sao

chamadas nucleos A, B e C (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica dos flavonoides.

Fonte: (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015)

Figura 4. Teor de flavonoides totais utilizando os extratos metandlico para folha e etanolico para casca de Pequi.
Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott
Knott. FAP: Folha pequi por agitagdo magnética. FUP: Folha pequi por banho ultrassénico. CAP: Casca pequi
por agitacdo magnética. CUP: Casca pequi por banho ultrassonico.

2000+

>
L

=11]
S 1500- ﬁ B B
Q .I. l-l
= e
S 1000-
c "l
e B e
= 5004 % e
E = .. .-. ...-

0 W-lla.al:t-ﬂ II'II

& & Sl &

Através do teste de Scott-Knott (p<0,05) observou-se que os extratos da folha de Pequi
(FAP e FUP) foram os que apresentaram os maiores teores de flavonoides totais com valores
de 1473,5 mg 100 g'1 e 1600 mg 100 g'l, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica

significativa entre eles (Figura 4). Por outro lado, os extratos da casca de Pequi (CAP e
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CUP), demonstraram menores valores de flavonoides totais, com resultados respectivamente,
1334 mg/100 g ¢ 1283 mg/100 g, ambos com valores estatisticamente semelhantes.
Condizendo com o que foi encontrado em nosso estudo, nas folhas de Caryocar
brasiliense hé elevada quantidade de compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides, que
apresentam grande interesse farmacoldgico. J4 foram atribuidas propriedades
antiespasmodica, anti-inflamatéria, antialérgica, antiulcerogénica, antiviral, dentre outras a
diversos flavonoides. E dedicada atengdo especial aos produtos que possam agir como
antioxidantes, ou seja, que combatam o estresse oxidativo, coadjuvante no tratamento de
diversas doencas infecciosas e/ou inflamatérias. Nesse contexto, os compostos fendlicos
presentes na folha do pequi sdo incluidos na categoria de bloqueadores de radicais livres,
sendo normalmente empregados como antioxidantes, podendo ser efetivos em reduzir danos
oxidativos nos seres humanos, os quais estdo envolvidos na génese ou desenvolvimento de
varias doengas via estresse oxidativo (CARVALHO; PEREIRA; ARAUIJO, 2015).
Comparando-se os resultados desse estudo com a literatura, Savi et al. (2017), avaliou
o teor de flavonoides de algumas frutas e hortalicas. A cebola organica apresentou maiores
teores de flavonoides (11,8 mg 100 g'') em relagdo a cebola convencional (10 mg 100 g™).
Fato que pode ser justificado pelo ndo emprego de agrotoxicos no cultivo. Dessa maneira,
produz concentragdes superiores de compostos fenolicos, que atuam como agentes de defesa

contra insetos, microrganismos, bactérias e fungos.

3.3 Determinacao do teor de antocianinas

As antocianinas (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul), sdo pigmentos
vegetais, responsaveis por uma grande variedade de cores observadas em flores, frutos,
algumas folhas, caules e raizes de plantas, que podem variar do vermelho vivo ao violeta/azul.
Quimicamente, esses pigmentos sdo compostos fenolicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, grupo de pigmentos naturais amplamente distribuidos no reino vegetal.
(CASTANEDA, 2009).

A estrutura quimica basica das antocianinas € baseada em uma estrutura policiclica de

15 carbonos (LOPES et al., 2005) (Figura 5).



Figura 5. Estrutura quimica das antocianinas.
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Figura 6. Teor de antocianinas totais utilizando os extratos metanolico para folha e etandlico para casca de
Pequi. Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas para comparar a concentracdo entre os extratos e
minusculas para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott. FAP: Folha pequi por agitacdo magnética. FUP: Folha pequi por banho

ultrassonico. CAP: Casca pequi por agitacdo magnética. CUP: Casca pequi por banho ultrassonico.
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Através do teste de Scott-Knott (p<0,05) observou-se que os extratos da folha e casca

de Pequi (FAP, FUP e CUP) foram os que apresentaram os maiores teores de antocianinas

totais com valores de 132 mg 100 g'l, 112 mg 100 g'1 e 121,8 mg 100 g'1 respectivamente, nao

havendo diferenca estatistica significativa entre eles (Figura 6).

Por outro lado, o extrato da casca de pequi (CAP) com o valor de 78,4 mg/100 g foi o

que apresentou menor teor de antocianinas totais. Em relagcdo a isso, o CAP demonstrou



22

também nesse estudo, a menor concentragio de compostos fendlicos (278,46 mg EAG g ™)
entre os extratos analisados, isso explica, os menores valores encontrados para antocianinas
totais, ja que essas substdncias sdo quimicamente pertencentes ao grupo dos compostos
fenolicos.

Comparando-se esses resultados com a da literatura, Abe et al (2007) avaliou o teor de
antocianinas de variedades de Vitis vinifera e encontrou valores que variam de 8 a 191
mg/100 g . As antocianinas apresentam capacidade antioxidante superior a outros fendlicos
presentes nas uvas, ja que a correlacdo entre antocianinas e capacidade antioxidante foi

superior a correlagdo entre fenolicos totais e capacidade antioxidante (r = 0,81).

3.4 Analise da atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, quando ocorre a
producdo excessiva de radicais de oxigénio durante processos fisiopatologicos ou devido a
fatores ambientais. Através de um ou mais mecanismos, os antioxidantes t€m como funcao
reduzir a oxidag¢ao, como por exemplo, por meio da inibi¢do de radicais livres e complexagao
de metais. H4 um grande interesse pelos antioxidantes naturais vindos de extratos vegetais,
principalmente a partir de plantas aromdticas e medicinais consideradas fontes de
antioxidantes naturais (SILVA et al., 2018).

O importante papel dos antioxidantes no combate aos danos provocados pelos radicais
livres tem conduzido ao desenvolvimento de grande numero de métodos para determinar a
capacidade antioxidante de variadas substancias. Dentre os inimeros métodos para avaliar a
atividade antioxidante in vitro ou in vivo, um dos mais utilizados ¢ o DPPH, método
colorimétrico baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) (RUFINO et
al., 2007).

O método baseia-se na transferéncia de elétrons e protons onde, por agdo de um
antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui cor purpura ¢ reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracao amarela, com consequente desaparecimento da absor¢ao,

podendo a mesma ser monitorada por espectrofotometria (Figura 7) (PIRES et al., 2017).
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Figura 7. Esquema geral da reacdo do ensaio de DPPH. A solugdo do radical DPPH, de coloragdo roxa, ¢
reduzida por antioxidantes contidos no extrato vegetal, modificando a colora¢do da solugdo de roxo para
amarelo.
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Figura 8. Ilustragdo do meio reacional durante o ensaio de DPPH dos extratos metanolicos FAP e FUP. As cores
roxas indicam os extratos nas concentragdes mais baixas, como 12,5, 25 e 50 pg mL™"' e as cores mais
amareladas indicam os extratos nas concentragdes de 100 ¢ 1000 pg mL™". Setas pretas: controles negativos.
Setas azuis: extratos nas concentragdes 12,5, 25 e 50 ug mL™". Setas amarelas: extratos nas concentragdes de 100
e 1000 pg mL™". FAP: Folha pequi por agitagdo magnética. FUP: Folha pequi por banho ultrassonico.
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Figura 9. Ilustragcdo do meio reacional durante o ensaio de DPPH dos extratos etanélicos CAP e CUP. As cores
roxas indicam os extratos nas concentragdes mais baixas, como 12,5, 25 ¢ 50 pg mL™' e as cores mais
amareladas indicam os extratos nas concentragdes de 100 e 1000 pg mL ' Setas pretas: controles negativos.
Setas azuis: extratos nas concentragdes 12,5, 25 ¢ 50 ug mL'. Setas amarelas: extratos nas concentragdes de 100
¢ 1000 pg mL™". CAP: Casca pequi por agitacio magnética. CUP: Casca pequi por banho ultrassénico.

Figura 10. Atividade antioxidante dos extratos metandlico para folha e etandlico para casca de Pequi pelo
método DPPH. Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar a concentragio entre os extratos e
minusculas para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott. FAP: Folha pequi por agitacdo magnética. FUP: Folha pequi por banho
ultrassonico. CAP: Casca pequi por agitagdo magnética. CUP: Casca pequi por banho ultrassonico.
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Os dados demonstram que a atividade antioxidante para a concentragdo de 100 pg

mL ™" e 1000 pg mL™' foram estatisticamente iguais na maioria das amostras, mostrando que a
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partir da concentragio de 100 pg mL ™' ocorreu uma méxima atividade, devido a saturagdo de
antioxidantes na concentracdo de 1000 ug mL ™.

Observa-se que houve atividade antioxidante dos extratos testados e que o percentual
antioxidante ¢ dose-dependente a partir da concentracio de 100 ug mL™', ou seja, a medida
que aumenta a concentra¢do se obtém uma maior acdo antioxidante. Através da andlise
estatistica utilizando-se o teste de Scott-Knott (p<0,05) observou-se que o FUP apresentou a
maior atividade antioxidante nas concentracdes de 12,5, 25 ¢ 50 ug mLﬁl, com valores
respectivamente, de 15%, 32,4% e 72,2%. Tais resultados podem ser explicados pela
consideravel concentragdo de fendlicos totais na folha de pequi, os quais possuem grande
capacidade de doar elétrons ao radical DPPH e estabiliza-lo. Enquanto que os extratos da
casca de pequi (CAP e CUP), obtiveram uma menor atividade antioxidante provavelmente ela
presenca de substancias com menor poder redutor (Figura 10).

Comparando-se os resultados desse estudo com a literatura, foram avaliados por Porto
(2008) 6 tipos de solvente de extracdo na recuperagao da atividade antioxidante em folhas e
frutos do pequi (mesocarpo e polpa). 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%. Observa-se que existe uma
tendéncia de que quanto maior a polaridade do solvente de extragdo, maior ¢ a atividade
antioxidante do extrato. Este resultado destaca a importancia de solventes polares na extragao
de antioxidantes, bem como ¢ um indicativo da natureza mais polar dos constituintes de
extratos do pequi com ag¢do antioxidante.

Os antioxidantes (polifendis) agem neutralizando a a¢do dos radicais livres e atuam,
em diferentes niveis tais como, na protecao do organismo, impedindo a formagao dos radicais
livres, principalmente por meio da inibi¢do das rea¢des em cadeia com o ferro e o cobre. Tém
capacidade de inativar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exogenas, eliminando alteragdes nos lipideos, aminoécidos e bases do DNA, além disso, sdo
importantes componentes para evitar doengas cardiovasculares e cancer (BRAZACA, 2007).

Correlacionando com a forte agdo antioxidante obtida neste trabalho, através do
método DPPH, pelo extrato das folhas de Pequi, Sonal e colaboradores (2012) propuseram
que os compostos fenolicos e flavonoides podem ser responsaveis diretamente pela
capacidade de sequestro de radicais livres no extrato. Os compostos fenolicos e flavonoides

atuam como antioxidantes ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons,
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quelantes de metais, mas também por causa de seus radicais intermedidrios estaveis, que

impedem a oxidacao.

3.5 Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento Hierarquico

(HCA)

Na busca por correlagdo dos dados encontrados, foi realizado um estudo estatistico
utilizando a anélise de componentes principais (PCA) e andlise de agrupamento hierarquico
(HCA). Assim, objetivou-se correlacionar e agrupar os resultados da analise fitoquimica com
a parte da planta utilizada e método de extragdo utilizado.

A PCA mostrou que com a primeira e segunda componente principal foi possivel
descrever 94,91% dos dados, sendo 77,89% da variancia total descrita pela primeira
componente.

A analise dos dados pela técnica de PCA permitiu agrupar os resultados de modo a
expressar e evidenciar suas semelhancas e diferencas (Figura 11) obtendo 2 grupos. A anélise
do gréfico de escores mostra a separagdo em dois grupos, I e II. O grupo I agrupou FAP e
FUP, sendo que FUP estd mais correlacionado com DPPH e flavonoides, enquanto FAP com
antocianinas e compostos fendlicos. O grupo II agrupou CAP e¢ CUP, sendo que CAP
correlaciona melhor com DPPH e flavonoides, enquanto CUP apresenta maior correlagdo com

antocianinas e compostos fendlicos.
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Figura 11. Grafico biplot PC1 X PC2 mostrando a correlagdo entre os grupos. FAP: Folha pequi por agitagdo
magnética. FUP: Folha pequi por banho ultrassonico. CAP: Casca pequi por agitagdo magnética. CUP: Casca
pequi por banho ultrassoénico.
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O dendograma (Figura 12) para os extratos brutos e andlises fitoquimicas estudadas
no presente trabalho corrobora com os resultados apresentados na Figura 11. Evidencia-se o
agrupamento existente entre os extratos brutos das folhas (FAP e FUP) e entre os extratos
brutos da casca (CAP e CUP). Isso significa que os extratos brutos das folhas, produzidos
tanto por agitagdo magnética quanto por banho ultrassonico, apresentam teores dos compostos
estudados assim como atividade antioxidante superior aos encontrados nos extratos brutos da
casca. Portanto, considerando as partes utilizadas da planta e os métodos de extracdo, ¢
possivel, através destas andlises estatisticas, dizer que os extratos das folhas sdo mais

promissores para investigagdes posteriores de uso terapéutico.
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Figura 12. Dendograma dos quatro extratos estudados em relagdo ao perfil fitoquimico. FAP: Folha pequi por
agitacdo magnética. FUP: Folha pequi por banho ultrassonico. CAP: Casca pequi por agitacdo magnética. CUP:
Casca pequi por banho ultrassonico.
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Os resultados obtidos indicam que o maior teor de compostos fendlicos e de
flavonoides totais foi verificado para o extrato das folhas de Pequi, sendo assim, esta planta
pode ser apontada como boa fonte de antioxidantes naturais.

O extrato das folhas de Pequi demonstrou maior potencial antioxidante em condigdes
in vitro do que o extrato da casca desta espécie vegetal. E neste sentido o extrato foliar possui
caracteristicas que viabilizam futuros estudos sobre seus constituintes bioativos, que possa ter
aplicabilidade tanto na industria alimenticia quanto na farmacéutica.

A eficiéncia do método de extragdo ¢ relativa, ou seja, depende de qual amostra foi
utilizada, se for utilizado folhas a agitagdo magnética se mostra mais eficiente e se for

utilizado casca o banho ultrassonico garante uma melhor extragao.



29

REFERENCIAS

ABE, L. T et al. Compostos fendlicos e capacidade antioxidante de cultivares de uvas
Vitis labrusca L. e Vitis vinifera L., Campinas, p. 394-400, abr/jun 2007. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/cta/v27n2/31.pdf>. Acesso em: 04 nov. 2019.

ALVES, I. A. B. S et al. Desenvolvimento de validacdo de metodologia analitica por
espectrofotometria no visivel para quantificacao de taninos totais na casca do caule de
Simarouba amara Aubl, Vigosa, v. 39, n. 1, p. 37-47, nov 2014. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rarv/v39n1/0100-6762-rarv-39-01-0037.pdf>. Acesso em: 01 nov.
2019.

BAETA, Danielle dos Santos. Avaliacao de caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas
do Pequi (Caryocar brasiliense Camb) em suas diversas formas de armazenamento.
Dissertacao — Mestrado, Araraquara, 2013. Disponivel em:
<https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/88020/000721762 20151231.pdf?seque
nce=1>. Acesso em: 01 nov. 2019.

BRAZACA, S. C. G. Antioxidantes previnem doencas e envelhecimento, n. 7, jan/jun
2007. Disponivel em: <https://www.esalq.usp.br/visaoagricola/sites/default/files/va07-
qualidadeO1.pdf>. Acesso em: 04 nov. 2019.

CARVALHO, L.S; PEREIRA, K. F; ARAUIJO, E. G. Caracteristicas botinicas, efeitos
terapéuticos e principios ativos presentes no Pequi (Caryocar brasiliense), Umuarama, v.
19, n. 2, p. 147-157, mai/ago 2015. Disponivel em:
<https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&ei=qY 7EXfy4Ary-
50UPhNifgAw&qg=avalia%C3%A7%C3%A3o0+de+{lavon%C3%B3ides+em+pequi&oq=ava
11a%C3%A7%C3%A30+de+{lavon%C3%B3idestem+pequi&gs 1=psy-
ab.3..33116012.5093.11645..12167...0.2..0.156.4417.7;32......0....1..gws-
wiz.......0171j0j0i122130j33i21j33i22i29i30.7zeQR2pGwow& ved=0ahUKEwi8scvOh9nl AhUS
H7kGHQTsB8AQ4dUDCAo&uact=5>. Acesso em: 05 nov. 2019.

CASTANEDA, L. M. F. Antocianinas: O que sio? Onde estio? Como atuam?. 2009.
Disponivel em: <https://www.ufrgs.br/agronomia/materiais/userfiles/Leticia.pdf>. Acesso em:
04 nov. 2019.

CHAVES, M. R. V et al. Potencial fungicida de plantas medicinais do Cerrado da Costa
Leste do estado de Mato Grosso do Sul, Trés Lagoas, v. 6, n. 1, p. 81-70, jan/jul 2018.
Disponivel em:
<https://pdfs.semanticscholar.org/2558/96198655ded0454e1c1fd6e2264607173ecT.pdf>.
Acesso em: 01 nov. 2019.

DOSSIE ANTIOXIDANTES. Os antioxidantes, Sio Paulo, n. 6, p. 16-30, 2009. Disponivel
em: <http://www.revista-fi.com/materias/83.pdf>. Acesso em: 01 nov. 2019.

GIADA, Maria Lourdes Reis. Avaliacao da capacidade antioxidante dos compostos
fenolicos do cotilédone da semente de girassol (Helianthus annuus L.) rajada. Tese —
Doutorado, Sao Paulo, 2006. Disponivel em:



31

<https://teses.usp.br/teses/disponiveis/9/9132/tde-22082017-
093259/publico/MARIA LOURDES REIS GIADA DOUTORADO.pdf>. Acesso em: 04
nov. 2019.

GUIMARAES, Ana Clara Garcia. Potencial antioxidante de treze frutos de espécies de
ocorréncia no cerrado por diferentes metodologias. Tese — Doutorado, Lavras, 2016.
Disponivel em:
<http://repositorio.ufla.br/jspui/bitstream/1/12565/3/TESE_Potencial%?20antioxidante%20de
%20treze%20frutos%20de%20esp%c3%a9cies%20de%200corr%c3%aancia%20no%20cerra
do%20por%?20diferentes%20metodologias.pdf>. Acesso em: 01 nov. 2019.

LEES, D.H.; FRANCIS, F.J. Standardization of pigment analyses in cranberries.
HortScience, v. 7, n. 1, p.83-84, 1972.

LOPES-LUTZ, D. et al. Screening of chemical composition, antimicrobial and antioxidant
activities of Artemisia essential oils. Phytochemistry, v. 69, n. 08, p. 1732-8, 2008.

LOPES, T. J et al. Antocianinas: uma breve revisao das caracteristicas estruturais e da
estabilidade, Florianopolis, v. 13, n. 3, p. 291-297, jul/set 2005. Disponivel em:
<https://www.google.com/search?client=firefox-b-
d&qg=A+estrutura+qu%C3%ADmica+b%C3%A Isicat+das+antocianinas+%C3%A9+baseada
+em+uma-testrutura+polic%C3%ADclicat+de+15+carbonos+%28LOPES+et+al.%2C+2000%
29>, Acesso em: 04 nov. 2019.

MACEDQO, F. M et al. Determinac¢ao de compostos fenoélicos totais em Barbatimao
(Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville), Porto Alegre, v. 5, p. 1164-1165, jul 2007.
Disponivel em: <http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/1027/764>.
Acesso em: 01 nov. 2019.

NETO, L. G; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no conteudo de
metabolitos secundarios, v. 30, n. 2, p. 374-381, 2006. Disponivel em:
<https://www.researchgate.net/publication/244749688 Plantas medicinais_Fatores de influe
ncia_no_conteudo de metabolitos secundarios>. Acesso em: 04 nov. 2019.

NUNES, M. S; TRALDI, A. B. Impacto da degradacio do cerrado brasileiro sobre fauna
e flora. Disponivel em:

<http://www.unicerp.edu.br/images/fotos noticias/2015/07/saudeemeioambiente/ ARTIGO%?2
005.pdf>. Acesso em: 04 nov. 2019.

OLIVEIRA, A. C; VALENTIM, 1. B; GOULART, M. O. F. Fontes vegetais naturais de
antioxidantes, Maceio, v. 32, n. 3, p. 689-702, abr 2009. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/qn/v32n3/al13v32n3.pdf>. Acesso em: 01 nov. 2019.

OLIVEIRA, V. P; ESPESCHIT, A. C. R; PELUZIO, M. C. G. Flavonoides e doenc¢as
cardiovasculares: Ac¢ao antioxidante, Vicosa, 2019. Disponivel em:
<http://rmmg.org/artigo/detalhes/580>. Acesso em: 05 nov. 2019.

PASSOS, S. X et al. Atividade antifingica de Caryocar brasiliensis (Caryocaraceae) sobre
Cryptococcus neoformans, Goiania, p. 623-627, nov/dez 2002. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/rsbmt/v35n6/al3.pdf>. Acesso em: 01 nov. 2019.



32

PEREIRA, Mariana de Sousa Pereira. Estudo comparativo de métodos de avaliacao da
capacidade antioxidante de compostos bioactivos. Dissertacdo-Mestrado, Lisboa, 2010.
Disponivel em:

<https://www.repository.utl.pt/bitstream/10400.5/3146/3/ TESEMESTRADO3x.pdf>. Acesso
em: 04 nov. 2019.

PIRES, J et al. Ensaio em microplaca do potencial antioxidante através do método de
sequestro do radical livre DPPH para extratos de algas, Sao Paulo, set 2017. Disponivel
em:

<https://www2.ib.usp.br/index.php?option=com_docman&task=doc view&gid=72&tmpl=co
mponent&format=raw&Itemid=98>. Acesso em: 03 nov. 2019.

PORTO, Cristian da Silva. Potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de frutos e
folhas de pequi (Caryocar brasiliense Camb). Dissertagio—Mestrado, Montes Claros, 2008.
Disponivel em:

<http://www.ppgcb.unimontes.br/images/bibtex/SilvaPorto 2008 Potencialantioxidantede.pd
f>. Acesso em: 04 nov. 2019.

PRAIA, A. S et al. Artigo-Compostos fendlicos (En Porgués), Tefé, mai 2014. Disponivel
em: <https://procitropicos.org.br/articulo/artigo-compostos-fenolicos-en-portugues/>. Acesso
em: 01 nov. 2019.

REGINATO, F. Z; SILVA, A. R. H; BAUERMANN, L. F. Avalicao do uso de flavonoides
no tratamento da inflamacao, Santa Maria, p. 569-582, 2015. Disponivel em:
<http://scielo.sld.cu/pdf/far/v49n3/far16315.pdf>. Acesso em 05 nov. 2019.

ROESLER, R et al. Atividade antioxidante de frutas do Cerrado, Campinas, pag 53-60,
jan/mar, 2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/cta/v27n1/09.pdf>. Acesso em: 01
nov. 2019.

RUFINO, M. S et al. Metodologia cientifica: Determinac¢ao da atividade antioxidante
total em frutas pela captura do radical livre DPPH, Fortaleza, jul 2007. Disponivel em:
<https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10224/1/Cot_127.pdf>. Acesso
em: 04 nov. 2019.

SARKER, S.D; LATIF, Z; GRAY, A. 1. Nactural Products Isolation, New Jersey, 2006.
Disponivel em:
<https://books.google.com.br/books?id=NIvvGGyeL30C&printsec=frontcover&hl=pt-
BR&source=gbs ge summary r&cad=0#v=onepage&q&f=false>. Acesso em: 28 nov. 2019.

SAVI, P. R. S et al. Analise de flavonoides totais presentes em algumas frutas e hortalicas
convencionais e orgianicas mais consumidas na regiao Sul do Brasil, v. 12, n 1, p. 275-



33

287, 2017. Disponivel em: <https://www.google.com/search?client=firefox-b-
d&g=avalia%C3%A7%C3%A30+do+teor+de+flavon%C3%B3ides>. Acesso em: 05 nov.
2019.

SILVA, L. A et al. Atividade antioxidante do 6leo essencial de Myrcia sylvatica (G. Mey)
DC. por diferentes métodos de analises antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP, p -
caroteno/acido linoleico), Manaus, jul 2018. Disponivel em:
<http://revistafitos.far.fiocruz.br/index.php/revista-fitos/article/view/598/html>. Acesso em:
01 nov. 2019.

Singleton VL, Rossi JA. Colorimetric of total phenolicswith phosphomolybdic
phosphotungstic acid reagents. AmJ Enol Vitic 1965; 16 (3): 144-6.

SONAL, A., PATIL, S. Evaluation of antioxidant potential of a functional food formulation
comprising Psidium guajava fruit, Juglans regia L. Fruit and whey. Advances in Research in
Pharmaceutical Biology, New Delhi, v. 2, n. 1, 2012.

SOUSA, C. M et al. Fendis totais e atividade antioxidante de cinco plantas medicinais,
Teresina, v. 30, n. 2, p. 351-355, jan 2007. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/qn/v30n2/20.pdf>. Acesso em: 01 nov. 2019.



