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Avaliagao do perfil cromatografico obtidos por CLAE-DAD e da atividade
antioxidante das folhas de espécies Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos e
Campomanesia xanthocarpa O. Berg
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RESUMO: O objetivo desta pesquisa visou a avaliagao do perfil cromatografico, a atividade
antioxidante, e os teores de fendis e flavondides nos extratos organicos e infusos de folhas das
espécies C. xanthocarpa e C. sessiliflora coletadas durante os periodos vegetativo e reprodutivo.
As analises dos extratos e infusos foram realizadas empregando-se cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Segundo a comparagéo dos
perfis obtidos foi baixa a similaridade entre a composi¢do quimica das duas espécies. O teor
de fenois (64,69-334,18 ug de acido galico mL-" ) foi superior ao teor de flavonodides (4,02-
35,60 ng de quercetina mL-") em todas as analises. Os extratos organicos e infusos das folhas
coletadas no periodo reprodutivo apresentaram teores de fendis e de flavondides superiores
em ambas as espécies. Nao houve uma correlagao linear entre o teor de fenois e flavondides
com a atividade antioxidante em todas as amostras.

Palavras-chave: Campomanesia sessiliflora, Campomanesia xanthocarpa, CLAE-DAD,
guavira, guabiroba

ABSTRACT: Evaluation of the chromatographic profile and the antioxidant activity of the
species Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos and Campomanesia xanthocarpa
0. Berg. The aim of this study was to evaluate the chromatographic profile, the antioxidant
activity, and the levels of phenols and flavonoids in organic extracts and infusions from leaves of
the species C. xanthocarpa and C. sessiliflora collected during the vegetative and reproductive
periods. Analyses of the extracts and infusions were performed by adopting high-performance
liquid chromatography with diode array detector (HPLC-DAD). Based on the comparison of
the obtained profiles, similarity between the chemical composition of the two species was low.
Phenol levels (64.69-334.18 ug gallic acid mL-") were superior to the level of flavonoids (4.02-
35.60 pg quercetin mL-") in all analyses. Organic extracts and infusions from leaves collected
in the reproductive period had superior phenol and flavonoid levels in both species. There was
not a linear correlation of phenol and flavonoid levels with antioxidant activity in all samples.

Key words: Campomanesia sessiliflora, Campomanesia xanthocarpa, HPLC-DAD, “guavira”,
“guabiroba”

INTRODUGAO

A Campomanesia sessiliflora (O. Berg) é
denominada guabirobeira-verde encontrada em
cerrados e campos do Brasil Central, Minas Gerais
e Mato Grosso do Sul. A Campomanesia xantocarpa
O. Berg é encontrada facilmente no habitat natural
desde Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até Rio
Grande do Sul. Ambas apresentam frutos de polpa
suculenta, firme e de sabor doce. Estas espécies
sao distinguidas pelo aspecto das folhas e flores
(Lorenzi et al., 2006).
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No Sul do Brasil, C. xanthocarpa, tem sido
empregada empiricamente, pelo seu efeito potencial
na redugao de colesterol no sangue (Klafke et al.,
2010).

Estudos quimicos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), nas folhas relataram
a presenga de quercetina, miricitrina e rutina
em Campomanesia xanthocarpa; miricitrina em
Campomanesia pubences e miricitrina e quercetina
em Campomanesia quazumaefolia (Schmeda-
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Hirschmann, 1995).

Em Campomanesia xanthocarpa foi
realizada analise quimica, utilizando CLAE e
identificou flavonoides, saponinas e taninos, também
foram realizados testes de atividade antiulcera e de
toxicidade em ratos (Markman, 2002; Markman et
al., 2004).

Tratamento com infusdo das folhas de
Campomanesia xanthocarpa em ratos com dieta de
alta caloria, mostrou redugéo significante em ganho
de peso e diminui¢do da glicemia, n&o se observou
redugao significativa de triglicérideos e colesterol
em comparagao ao grupo de controle (Biavatti et
al., 2004)

Estudos preliminares com extratos das
folhas de C. xanthocarpa indicaram que estas
reduzem as taxas de colesterol (Klafke et al.; 2008).

As capsulas preparadas com folhas de
C. xanthocarpa apresentaram uma diminui¢ao
significativa nos niveis de coleserol total e LDL em
pacientes que consumiram as mesmas (Klafke et
al., 2010).

Estudos sugerem que o tratamento com o
decocto das folhas de C. xanthocarpa (20 g/L) possa
ser Util para o manejo do diabete melito, porém
estudos farmacoldgicos e toxicolégicos ainda séo
necessarios (Vinagre et al., 2010).

Altos teores de acidos urbnicos, arabinose
e galactose detectados em sua polpa, indicam que
esta é constituida por polissacarideos pécticos. Os
polissacarideos extraidos da polpa da gabiroba
apresentaram um comportamento pseudoplastico
(Santos et al., 2010).

Estudos com géneros da familia Myrtaceae
revelaram que a espécie C. xanthocarpa apresentou
0s sesquiterpenos como componentes majoritarios
no 6leo essencial de folhas (Menut et al., 1996;
Limberger et al., 2001).

Os dleos essenciais extraidos das folhas de
C. xanthocarpa revelaram atividade antimicrobiana
em relagao ao Staphylococcus aureus, Salmonella
cholerasuis e Candida albicans (Markman et al.,
2002).

Andlise do 6leo essencial dos frutos de
C. xanthocarpa indicaram que o limoneno (10,9%)
e PB-cariofileno (21,8%) sdo seus componentes
majoritarios e que este 6leo apresenta atividade
antioxidante (Marin et al., 2008).

De acordo com Vallilo et al. (2008), os
frutos de C. xanthocarpa apresentam alto teor de
agua, 1,9% de lipideos, 8,9% de carboidratos totais,
6,3% de fibra alimentar e minerais como potassio,
fosforo e magnésio além de microelementos.
Também em seu 6leo essencial foram identificados
62 componentes, sendo os majoritarios a-pineno
(15%) o-cimeno (10,8%), e p-pineno (10,5%).

A polpa dos frutos maduros de C.

xanthocarpa foi analisada por Santos et al. (2009),
e apresentou 3,84% de fibra bruta, 0,12% de
lipideos e 1,08% de proteinas. O teor de compostos
fendlicos foi significativo, assim como o de vitamina
C (233,56mg/100g).

Os dleos essenciais obtidos a partir
dos frutos de C. xanthocarpa e C. adamantium
(Myrtaceae) foram analisados por CG e CG-EM,
sendo que nas duas espécies o0 maior constituinte foi
cryptomeridiol (11,9-19,2%) (Cardoso et al., 2009).

Em estudos das sementes de C. xanthocarpa
o extrato etandlico apresentou o maior potencial
antioxidante, bem como a maior quantidade de
compostos fendlicos totais. No 6leo, destacou-se
maior porcentagem de acidos graxos insaturados,
sendo o principal componente o acido oléico (Santos
etal.,, 2012).

Foram identificadas as substancias
majoritarias (E)-salveno, (Z)-p-ocimeno, mirtenal,
viridifloreno, a-tujopsan-2-ol, leptospermona
iso presentes no 6leo essencial das folhas de
Campomanesia sessiliflora utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) (Gnoatto et al., 2010).

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o perfil cromatogréafico, a atividade
antioxidante, os teores de fenois e flavondides dos
extratos organicos e infusos das folhas das espécies
C. xanthocarpa e C. sessiliflora coletadas durante o
periodo vegetativo e reprodutivo.

MATERIAL E METODO

Plantas

As folhas de C. xanthocarpa foram coletadas
em Itapora-MS (periodo vegetativo e reprodutivo)
segundo as coordenadas geograficas: latitude
22°07°39,5” S e longitude 054°48'61,2” W. A espécie
foi identificada e uma exsicata foi depositada no
Herbario da UFGD, Dourados, Brasil, sob 0 nimero
1203.

As folhas de C. sessiliflora foram coletadas
em Dourados-MS (periodo vegetativo e reprodutivo)
segundo as coordenadas geograficas: latitude 22°
11’ 81,9” S e longitude 054°55'81,2” W. A espécie
foi identificada e uma exsicata foi depositada no
Herbario da UFGD, Dourados, Brasil, sob 0 nimero
1204.

As folhas de C. xanthocarpa e C. sessiliflora
foram trituradas em triturador de ago e para o
preparo das solugdes foi empregada a proporgao de
50 mg de folhas secas para 25 mL de solvente. Para
o preparo do extrato hidroetandlico foi empregado
etanol:agua 80:20 v/v por 2 horas de extragdo em
ultrassom e para o preparo do infuso foi empregada
agua quente (95°C) abafado durante 30 minutos.
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Apos a extragdo as amostras foram filtradas com
papel filtro e reconstituidas em baldo volumétrico de
mesmo volume da quantidade do solvente extrator
empregado (Tabela 1).

Analises por CLAE-DAD

As analises foram realizadas empregando
cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo:
Varian 210, detector de arranjo de diodos (DAD),
com varredura entre 200-800 nm. Coluna de fase
reversa C-18 (25 cm x 4,6 mm x 5 um) e pré-coluna
(2,5 cm x 3 mm) de mesma fase da coluna. A eluicéo
foi realizada em sistema ternario e gradiente, para
ambas as espécies (Tabela 2). O tempo de analise
foi de 50 minutos, a vazao de fluxo da bomba de 1
mL min-! e volume injetado de 50 pL.

Analise empregando espectrofotometria de
absorcao molecular
Os testes de fendis totais, flavonoides
e atividade antioxidante foram realizados em
Espectrofotdmetro 700S Femto (190-1100 nm). Os
testes foram realizados em triplicata.

Teste de fenois totais

A cada 100 pL das amostras foram
adicionados 1,5 mL de solugdo aquosa de carbonato
de sddio 2%, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau
(10%) e 1 mL de agua destilada, apés 30 minutos
efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 760 nm. O mesmo
procedimento foi realizado para o branco, sendo
substituido 100 uL de amostra por 100 uL do
solvente extrator (etanol:agua 80:20 v/v para o
extrato hidroetandlico ou agua para o infuso)
(Djeridane et al., 2006).

Para calcular a concentragdao de fendis
totais foi preparada uma curva analitica empregando
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o acido galico (2,1; 10,3; 20,6; 30,9; 41,2; 82,4 e
123,61g) como padréo e as respectivas absorbancias
foram lidas. Através da regressao linear foi obtida
a equagao da reta, com a=0,02443 (coeficiente
linear), b=0,01266 (coeficiente angular) e r=
0,99941(coeficiente de correlagdo). O procedimento
experimental realizado com o padréo foi o mesmo
utilizado para as amostras. O resultado foi expresso
mg de acido galico por mL de extrato ou infuso.

Teste de flavonodides

A cada 500 pL das amostras foram
adicionados 1,5 mL de &lcool etilico 95%, 0,1 mL
de cloreto de aluminio 10% (AICI,.6H,0), 0,1 mL
de acetato de sodio (NaC,H,0,.3H,0) (1 mol L") e
2,8 mL de agua destilada apds 40 minutos fez-se
a leitura no espectrofotdmetro num comprimento
de onda de 415 nm. O mesmo procedimento foi
realizado para o branco, sendo substituido 500 pL
de amostra por 500 pL de (etanol:agua 80:20 v/v
para o extrato hidroetandlico ou agua para o infuso)
(Lin & Tang, 2007).

Para calcular a concentragao de flavondides
foi preparada uma curva analitica empregando
a quercetina (2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 50,0;
100,0 e 125,0ng) como padréo e as respectivas
absorbancias foram lidas. Com estes dados foi feita
a regresséo linear e foi obtida a equagéo da reta,
a qual teve os dados empregados no calculo das
amostras reais, a=0,00246, b=0,01048 e r=0,99975.
O resultado foi expresso em g de quercetina por mL
de extrato ou infuso. O procedimento experimental
realizado com o padrao foi o mesmo utilizado para
as amostras.

Ensaio antioxidante com o radical livre DPPH
A atividade antioxidante das amostras,
empregando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-

TABELA 1. Descricdo das amostras analisadas referente ao tipo de extrato, ao periodo e local de coleta para
as folhas de C. xanthocarpa e C. sessiliflora.

Caodigo Espécie Extrato Periodo Local de coleta
\' R | D
XE8S C. xanthocarpa Hidroetanolico X X
RXE8S C. xanthocarpa Hidroetanolico X X
SE8S C. sessiliflora Hidroetanolico X X
RSE8S C. sessiliflora Hidroetanolico X X
XIS C. xanthocarpa Infuso X X
RXIS C. xanthocarpa Infuso X X
SIS C. sessiliflora Infuso X X
RSIS C. sessiliflora Infuso X X

V: Vegetativo; R: Reprodutivo; I: Itapora; D: Dourados.
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TABELA 2. Método de eluicédo (sistema ternario
e gradiente) por CLAE-DAD empregado para as
analises das amostras do género Campomanesia.

Tempo (min) Metanol Agua Acetonitrila

0 1% 84% 15%
15 1% 59% 40%
20 1% 21% 78%
30 1% 0% 99%
40 0% 0% 100%
50 1% 84% 15%

hidrazila) 0,004% em metanol, foi verificada para os
volumes de 20, 100 e 500 pL das amostras, as quais
foram diluidas para um volume final de 1 mL. Acada
1 mL da solugao preparada foram adicionados 2
mL da solugao de DPPH, através das absorbancias
resultantes, foi calculado o percentual de inibi¢cdo
do radical livre DPPH. O comprimento de onda de
leitura foi 517 nm. O efeito “sequestro” de radical (%)
foi calculado usando a seguinte equagéo:

(4, - A)x100
A,

Onde Ao é a absorbancia do DPPH na
mistura (solvente extrator+metanol) decorridos 30
minutos de reagao, A corresponde a absorbancia da
amostra em DPPH decorridos 30 minutos de reagao
(Kumaran & Karunakaran, 2006).

Yty =

RESULTADO E DISCUSSAO

O perfil cromatografico das folhas de C.
xanthocarpa e C. sessiliflora foi comparado (Tabela
3) entre os extratos hidroetandlicos e infusos
de folhas nos periodos vegetativo e reprodutivo
empregando como parametros o tempo de retengéo

e o espectro de absorgdo molecular obtido através
do detector de arranjo de diodos. Foram analisadas
as amostras (XE8S, RXES8S, XIS, RXIS, SES8S,
RSES8S, SIS e RSIS descritas na Tabela 1) e os
picos que apresentaram similaridade com relagao
aos parametros monitorados para as duas espécies
foram numerados. Nao denominamos de substancia,
pois no pico pode haver mais de uma substancia.

Analisando os dois periodos e as duas
espécies (Figuras 1-8) pode-se constatar que o
pico 1 esta presente tanto nos infusos quanto nos
extratos de C. sessiliflora em ambos os periodos.
O pico 2 esta presente nos extratos organicos das
duas espécies tanto no periodo vegetativo quanto no
periodo reprodutivo. Os picos 3 e 4 estao presentes
nos extratos hidroetandélicos nos dois periodos em
C. xanthocarpa, sendo que o pico 3 também esta
presente no infuso do periodo vegetativo. O pico 5
esta presente nos extratos hidroetanolicos e infusos
em C. xanthocarpa e C. sessiliflora. O pico 6 esta
presente no periodo reprodutivo em C. sessiliflora
e no periodo vegetativo em C. xanthocarpa. O pico
7 esta presente nos extratos hidroetanolicos do
periodo vegetativo das duas espécies. Os outros
picos presentes no cromatograma estdo em apenas
uma das amostras analisadas. Podemos verificar
através das figuras 1-8 que o pico 5 é o unico
presente nas duas espécies e em todos os tipos de
extratos, que o pico 1 é caracteristico da espécie C.
sessiliflora e que os picos 3 e 4 sdo caracteristicos
em C. xanthocarpa.

Os demais picos presentes nos
cromatogramas, mesmo com tempos de retengao
semelhantes ndo apresentaram similaridade quanto
ao espectro de absorgdo molecular indicando que
séo substancias diferentes. Em todas as analises
o tempo de retengédo apresentou coeficiente de
variagao (CV) abaixo de 4,0% indicando boa
reprodutibilidade das analises (Tabela 3).

Nas infusdes (Figuras 3, 4, 7 e 8) é possivel
observar que nao houve a extragdo de algumas

TABELA 3. Tempo de retengao dos picos monitorados presentes nas analises das amostras de C. xanthocarpa

e C. sessiliflora.

Pico Amostras

A TR+SD CV %

Abs

SE8S, RSESS, SIS, RSIS
XE8S, RXES8S, SE8S, RSE8S
XE8S, RXES8S, XIS

XE8S, RXE8S

XE8S, RSE8S
XE8S, SE8S

N O o WON -

XE8S, RXE8S, SE8S, RSES8S, XIS, RXIS, SIS, RSIS

205,84, 274,46 6,20+0,19 3,06
230,42; 275,57; 330,07  22,49+0,14 0,62
209,28; 286,87 23,67+0,12 0,51
211,16; 290,46 24,65+£0,17 0,69
222 26,26+0,13 0,50

277,59 26,97+0,02 0,07
202,62; 282,54 33,69+0,10 0,30

A,..: Bandas de absorgédo (nm); TR: Tempo de retencéo (min); SD: Desvio padréo; CV: Coeficiente de variagao (%).

Abs*
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FIGURA 1. Perfil cromatogréfico do extrato hidroalcéolico das folhas secas de C. sessiliflora coletadas durante
o periodo vegetativo (SE8S). Condi¢des cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 2. Perfil cromatografico do extrato hidroalcoolico das folhas secas de C. sessiliflora coletadas durante
o periodo reprodutivo (RSE8S). Condigbes cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 3. Perfil cromatografico do extrato infuso das folhas secas de C. sessiliflora coletadas durante o periodo
vegetativo (SIS). Condi¢des cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 4. Perfil cromatografico do extrato infuso das folhas secas de C. sessiliflora coletadas durante o periodo
reprodutivo (RSIS). Condi¢des cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 5. Perfil cromatografico do extrato hidroalcéolico das folhas secas de C. xanthocarpa coletadas durante
o periodo vegetativo (XE8S). Condigbes cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 6. Perfil cromatografico do extrato hidroalcoolico das folhas secas de C. xanthocarpa coletadas durante
o periodo reprodutivo (RXE8S). Condigbes cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 7. Perfil cromatografico do extrato infuso das folhas secas de C. xanthocarpa coletadas durante o
periodo vegetativo (XIS). Condigdes cromatograficas vide Tabela 2.
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FIGURA 8. Perfil cromatografico do extrato infuso das folhas secas de C. xanthocarpa coletadas durante o
periodo reprodutivo (RXIS). Condi¢des cromatograficas vide Tabela 2.

substancias presentes nos extratos hidroetandlicos
(Figuras 1, 2, 4 e 5). Os picos majoritarios presentes
nas analises dos extratos hidroalcodlicos nao
aparecem na infusao.

Na analise de fendis totais e flavonodides
o coeficiente de variagédo foi menor ou igual a 5%
em todas as amostras. Os flavondides sao um
grupo de compostos que pertencem a classe dos
fendis e em todas as amostras analisadas neste
trabalho o teor de fenodis totais foi superior ao teor
de flavondides (Figura 9). Os teores de fendis totais
e flavonoides foram superiores para os extratos
hidroetandlicos e infusos das folhas coletadas no
periodo reprodutivo em ambas as espécies. Pelos
espectros de absorgao molecular os picos do estagio
reprodutivo apresentam bandas caracteristicas do
sistema cinamoil do esqueleto de chalconas e do
sistema benzoil do esqueleto de flavanonas (Lin &

Tang, 2007) o que pode explicar o valor maior obtido
no teste espectrofotométrico para esta classe de
substancias.

Dentre os picos monitorados (Tabela 3),
os picos 3 e 4 apresentaram perfis de espectros
semelhantes ao de flavanonas (A, de 286-291
nm), e de acordo com a figura 9, a presencga destes
picos pode ter contribuido de forma significativa para
o teste de flavondides e fendis, ja que estes picos
foram encontrados nos extratos hidroetandlicos dos
dois periodos para C. xanthocarpa, equilibrando a
resposta, entretanto, a auséncia do pico 4 pode
ter influenciado na reducgao da resposta de XIS
em relagdo a RXIS que nio apresentou nenhum
dos picos, o que reforgca a hipotese de outros
componentes da amostra estarem atuando na
resposta espectrofotométrica da espécie e de C.
sessiliflora.
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FIGURA 9. Teor de flavonodides (ug de quercetina mL") e teor de fendis (ug de acido galico mL") obtidos em
extratos organicos e infusos de C. xanthocarpa e C. sessiliflora. Valor médiotdesvio padréo.
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FIGURA 10. Percentual de inibigao do radical livre DPPH obtido nas analises de C. xanthocarpa e C. sessiliflora.

Valor médiotdesvio padréo.

Para a atividade antioxidante o coeficiente
de variagao resultante foi menor que 5% em todas
as analises. Na tentativa de correlacionar os
resultados espectrofotométricos para cada amostra,
pode-se concluir que nao houve uma correlagédo
linear entre o teor de fendis e flavondides com a
atividade antioxidante para todas as amostras,
isso porque para algumas amostras com maiores
teores de fendis e flavonoides, ndo foram obtidos
0s mais elevados valores de percentual de inibigéo.

Mesmo as amostras apresentando teores de fendis
e flavonodides variaveis a atividade antioxidante ficou
praticamente inalterada em alta concentragdo em
todas as amostras (Figura 10). Nas outras duas
diluicdes testadas houve uma discrepancia maior
dos dados, mas também n&o houve relagao linear
com o resultado obtido para fendis e flavondides.
Este fato deve ser ocorrido, pois nem todos os
fenadis e flavonoides presentes nas amostras devem
apresentar estruturas quimicas que apresentem
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elevada atividade antioxidante empregando o
DPPH. A atividade antioxidante depende do tipo
de substituintes presentes nas estruturas basicas
de fendis e flavondides, normalmente compostos
com grupamentos polares, tais com hidroxilas,
apresentam maior atividade antioxidante (Soares
etal., 1997).
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