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Atividade antioxidante e téxica de

extratos de cascas do fruto de Nephelium
lappaceum L. (Sapindaceae), comercializados
em Salvador, Bahia, Brasil

Antioxidant activity and toxicity of extracts from exocarp of
Nephelium lappaceum L. (Sapindaceae), from Salvador, Bahia, Brazil.
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ABSTRACT

Nephelium lappaceum L., known as rambuta, is an attractive tropical fruit, and contains phenolic compounds (tannins
and flavonoids) and alkaloids. The aim of this study was to evaluate the antioxidant capacity, by the method of 2.2-di-
phenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH), and the toxicity to brine shrimp Artemia salina, of Nephelium lappaceum L. (Ram-
butd) exocarp, marketed in Salvador, Bahia, Brazil, It was used the hexane and ethyl acetate phases, obtained from the
ethanol extract partition. For the biological evaluation, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) test and toxicity to Ar-
temia salina were used. The ethyl acetate phase showed higher antioxidant power and less toxic effect when compared
to hexanic phase. In the DPPH test, ethyl acetate and hexane phases showed EC, =373.72 pug/mL and 1207.4 pg/
mL, respectively. The hexane phase (LD, =705.72 ng/mL) was more toxic to Artemia salina than ethyl acetate phase
(LD,= 799.28 pg/mL). The results indicated the potential use of this fruit (peels) as a natural source of antioxidants.

Keywords: Nephelium lappaceum L, fruit; antioxidant; toxicity; Rambutan.

RESUMO

Nephelium lappaceum L., conhecido como Rambutd, ¢ um fruto tropical atraente, que contém compostos fendlicos
(taninos e flavonoides) e alcaloides. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante e a toxicidade das
cascas do fruto de Nephelium lappaceum L. (Rambutd), comercializados em Salvador, Bahia, Brasil, pelo método
do 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), e do teste de toxicidade a larvas de Artemia salina, respectivamente. Para os
experimentos, foram utilizadas as fases organicas hexano e acetato de etila, obtidas da particdo do extrato metanolico.
Foi empregado o método do 2,2— difenil-1-picrilidrazil (DPPH) e o teste de toxicidade frente Artemia salina. A fase
acetato de etila apresentou maior poder antioxidante e menor efeito toxico quando comparada a fase hexanica. Quanto
a atividade antioxidante, foram obtidas CE, de 373,72 pg/mL e 1207,4 ng/mL para as fases acetato de etila e hexanica,
respectivamente. Quanto a toxicidade, foram obtidas DL, de 799,28 ng/mL e de 705,72 pg/mL para as fases acetato
de etila e hexanica, respectivamente. Os resultados indicam a potencialidade de uso deste fruto (cascas) como fonte
natural de compostos antioxidantes.

Palavras-chave: Nephelium lappaceum L.; exocarpo antioxidante; toxicidade; fruto. rambuteira
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NTRODUCAO

Nephelium lappaceum L., conhecido como Ram-
butd (Figura 1), pertencente a familia Sapindaceae, ¢
um fruto tropical atraente, amplamente distribuido no
Sudeste da Asia, especialmente nas regides do leste e
do sul da Tailandia (1,2). O fruto maduro do Rambuta
apresenta exocarpo de cor vermelha e tricomas, tendo
um arilo ligado a uma tnica semente (3). Este fruto ¢é
apreciado devido ao seu sabor refrescante e aparéncia
exotica. No Brasil, o maior Estado brasileiro produtor
¢ a Bahia (regido de Itabuna/Ilhéus), ¢ 0 maior mercado
consumidor, Sao Paulo (4).

Figura 1: Frutos de Nephelium lappaceum L. (rambuta)

As sementes do Rambuta apresentam sabor ama-
rgo. As raizes sdo utilizadas para o tratamento de febre,
as folhas como cataplasma e a casca como adstringente.
O fruto é recomendado para os casos de disenteria
grave; indicado como adstringente, antipirético ¢ tam-
bém usado como carminativo, em caso de dispepsia (5).
Ainda, a partir da geranina extraida da casca do fruto,
foi observado um potencial para inibicdo de enzimas
a-glicosidase e a-amilase, importantes no controle da
glicemia (6-8). Por meio de analises fisico-quimicas e
térmicas, foi observado que as sementes do Rambuta
apresentam teores de gorduras consideraveis, podendo
ser utilizadas na industria alimenticia e farmacéutica (9).

Considerando que existe diversidade genética em
N. lappaceum L, essa espécie se adapta bem a varios am-
bientes, sendo encontrada em varios Estados brasileiros
e no mundo, podendo com isso haver diferencas no per-
fil de produgdo de metabdlitos secundarios (2). Logo, se
justifica a necessidade de analises de frutos de Rambuta,
obtidos em diferentes regides do pais. Estudos recentes,
em especial a Asia e India, descreveram o perfil fito-
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quimico do Rambuta. Estudos realizados com extratos
metanoélicos das cascas dos frutos de Nephelium lap-
paceum L. comercializados em Chennai (Tamilnadu,
India) e o distrito de Ipoh (Perak, Malésia), mostraram
a presenga de metabolitos como alcaloides, glicosideos,
carboidratos, proteinas, aminoacidos, esteroides, fla-
vonoides, taninos, triterpenoides e dleos fixos (10,11).
Estes achados podem indicar uma possivel atividade
antioxidante para esses frutos, em especial pela pre-
senga dos compostos fendlicos (taninos ¢ flavonoides)
nos extratos. A presenga de alcaloides pode indicar uma
possivel atividade toxica, revelando a possibilidade de
aplicagdes antitumorais para os frutos (5,12).

Antioxidantes sdo substancias heterogéneas que
possuem capacidade de bloquear a formagédo de radic-
ais livres (RL) ou de remové-los, uma vez formados. Os
organismos aerobios possuem mecanismos eliminadores
de RL que utilizam os sistemas antioxidantes, incluindo
os antioxidantes a base de enzimas, tais como a super-
oxido dismutase, a glutationa peroxidase, catalase e glu-
tationa redutase. Além das enzimas, outros compostos
podem ser capazes de neutralizar esses radicais livres
sd0 os polifenois, tais como xantofilas, flavonoides, tani-
nos e catequinas. Além desses metabdlitos secundarios,
alguns frutos expressam vitaminas que possuem ativi-
dade antioxidade tais como vitamina C, vitamina E e
beta-caroteno (13).

Atualmente, o estudo do isolamento de antioxi-
dantes naturais a partir de fontes vegetais tem aumenta-
do, potencialmente para emprego na industria alimenti-
cia e farmacéutica. A atividade antioxidante em frutas
¢ notavel, pois sdo ricas em compostos que possuem
um importante papel na atividade de sequestrar radicais
livres (14-16). Muitos estudos relataram que extratos de
plantas com altos niveis de compostos polifenélicos tém
atividade anticancerigena e outras ac¢des farmacologi-
cas, devido a neutralizagao de RL (16-19).

Os ensaios de toxicidade mais aplicados atual-
mente sdo: toxicidade a Artemia salina (TAS); cito-
toxicidade em cultura de células do tecido conectivo
de camundongo (NCTC); ensaio de reducdo do sal de
tetrazolio (MTT), e ensaio do lactato desidrogenase
(LDH). O teste de toxicidade sobre a Artemia salina
(TAS), que ¢ um microcrustaceo de agua salgada uti-
lizado como alimento vivo para peixes, vem sendo am-
plamente usado por ser de baixo custo, rapido e ndo ex-
igir técnicas assépticas (21). Testes de toxicidade tém
como objetivo detectar o potencial de um material ou
dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais em
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sistemas bioldgicos em nivel celular. A avaliagdo ci-
totoxica tem sido utilizada por diversos pesquisadores
para avaliagdo do potencial de aplicagdo terapéutica de
extratos ou de novos compostos isolados como indica-
tivo preliminar para a avaliagdo de outras atividades bi-
oldgicas, como antifiingica, viruscida, antimicrobiana
e antitumoral (22).

Existem poucas informagdes sobre a atividade
antioxidante em cascas de frutas e, portanto, a procura
por moléculas antioxidantes nesta parte das frutas deve
ser intensificada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade antioxidante e toxica dos extratos da casca
do Nephelium lappaceum L. (Rambutd) comercializados
em Salvador, Bahia, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Preparo do material vegetal. Frutos de Nepheli-
um lappaceum L. (Rambutd), em estagio maduro, foram
adquiridos no Centro de Abastecimento do Rio Vermel-
ho, em Salvador, Ba e, apos identificacdo botanica, as
cascas (exocarpo) foram retiradas, lavadas com agua de-
sionizada e levadas a uma estufa de ar circulante a 40 °C
por 96 horas. Apos a secagem, as cascas foram trituradas
em moinho de bancada Ika® M20, e o p6 obtido foi
classificado em peneiras Tjler para tamanho da particula
igual a 180 um, para realizagdo das analises.

Obtencio e Particio do Extrato Bruto. O extra-
to bruto metandlico foi obtido por meio de maceragdo do
po6 dos exocarpos secos triturados. Cerca de 270 g do po
foram colocados em contato com o solvente por 72 horas.
Em seguida, o liquido foi separado do residuo so6lido e
este residuo foi submetido a0 mesmo processo por mais
duas vezes para garantir um maior rendimento na extra-
¢a0. Os extratos obtidos em cada ciclo foram reunidos
e concentrados em Evaporador rotativo Microproces-
sado - Q344M, Quimis®, a 40 °C, sob pressao reduzida.
A particao foi realizada com o auxilio de um funil de
separacdo, sendo obtidas as fases hexanica e acetato de
etila para a avaliag@o da atividade antioxidante e toxica.

Foram calculados o rendimento das extracdes ¢ o
teor de agua das cascas do fruto de Nephelium lappace-
um L., utilizadas neste trabalho. O extrato metandlico e
as fases obtidas foram filtrados e concentrados em estufa
40°C £2 até a completa evaporagdo dos solventes, sendo
raspado ¢ pesado, de acordo com Rodrigues et al (2001)
(24). Foram realziados os calculos para rendimento, por
meio da equagdo: Re= (Pextrato / Ppartebot) X 100, sen-
do: Re: rendimento do extrato (%) / Pextrato: o peso do
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extrato apos raspagem e Ppartebot: peso do po utilizado
inicialmente (na preparag@o do extrato/fases).

Determinacdo do Potencial Antioxidante. Para
a determinacao da atividade antioxidante foi utilizada a
técnica do DPPH, que ¢ baseada na captura do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila por antioxidantes, produz-
indo um decréscimo da absorbancia no UV (20). Foi
preparada uma solugdo estoque de DPPH 60 uM em
metanol e, a partir dessa solugdo, foram preparadas dilu-
icdes na faixa de concentragdo de 10 uM a 60 uM, que
foram utilizadas para a construgdo da curva analitica.
Para a determinagdo da capacidade antioxidante, foram
preparadas solugdes-mae a partir das fases concentradas
hexanica e acetato de etila, nas concentragdes de 5,05
mg/mL e 4,95 mg/mL, respectivamente. Em tubos de
ensaios, foram adicionados 1 mL, 0,75 mL e 0,25 mL
de cada solugdo maie e acrescentados 5 mL da solucdo
do DPPH 60 pM. As leituras das absorvancias dessas
solugdes foram realizadas a 517 nm, no tempo 0 e apds
30 minutos, em ambiente escuro, em um espectrofoto-
metro de absor¢do molecular UV-Vis da marca Shimad-
zu®, modelo 1240, para o calculo do EC, . Este procedi-
mento foi realizado em triplicata para cada volume de
cada fase. Um controle negativo foi feito por meio do
preparo de solugdes contendo hexano, acetato de etila
e DPPH (40 pg/mL) e o controle positivo foi feito pela
adicdo de solugdo de um padrao (rutina), como substan-
cia referéncia, considerando o poder de sequestrar 100%
dos radicais.

Avaliacio da Toxicidade. Para a avaliagdo da ativ-
idade toxica de exocarpos de Rambutd foram utilizadas
larvas (naupilos) de A. salina. Os ovos de A. salina foram
incubados por 48 horas em solugdo artificial (solugdo sa-
lina), a uma concentragdo de 3,3 g/L. Ap6s o periodo de
incubag@o, os nauplios foram expostos as fases obtidas.
Utilizando tubos de ensaios foram adicionados 1 mL, 0,75
mL ¢ 0,25 mL da solugdo das fases hexanica e acetato de
etila, nas concentragdes de 5,35 mg/mL e 5,21 mg/mL,
respectivamente, obtidas a partir da dilui¢do de massas
obtidas das fases hexanica e acetato de etila concentradas,
resuspensas em metanol. Apos a evaporacdo completa do
solvente, foram acrescentados 4 mL de solucdo salina.
Em seguida foram transferidos 10 naupilos vivos para
cada tubo de ensaio contendo as diferentes fases e con-
centragdes. Testes para o controle negativo foram real-
izados em triplicata, com o uso apenas da solu¢do salina.
A contagem foi realizada apds 24 horas de exposi¢do dos
nauplios vivos. Foram considerados vivos todos aqueles
que apresentaram qualquer tipo de movimento quando
observados proximos a fonte luminosa.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o procedimento de secagem das cascas de
Rambuta, foi determinado um teor de agua de, aproxi-
madamente, 73%, demonstrando o grande teor de agua
presente em seu pericarpo.

O rendimento do extrato metandlico foi 10,65%.
Os rendimentos das fase organicas foram semelhantes
aos encontrados na literatura (23), 0,52% e 3,5%, para
hexano e acetato de etila, respectivamente.

Os efeitos prejudiciais causados pelos radicais
livres, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) podem contribuir para o
inicio de cancer, doengas de pele e doengas neurodegen-
erativas. Recentemente, a demanda por antioxidantes
naturais pela industria alimenticia e farmacéutica, tem
sido maior, devido as preocupagdes dos consumidores
sobre a seguranca de antioxidantes sintéticos, tais como
o butil-hidroxitolueno (BHT) e 3-terc-butil-4- hidroxi-
anisol (BHA), dentre outros (20).

Para avaliar a atividade antioxidante foi utilizado
o método quimico de redugdo do radical 2,2-difenil-
1-picrilidrazila (DPPH). O método de redugdo do radi-
cal DPPH ¢ aplicado para determinar a capacidade de
um composto em sequestrar radicais livres, sendo um
dos mais utilizados, pois ¢ considerado um método ra-
pido, pratico e com boa estabilidade. O método apre-
senta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo
mais soluveis em solventes organicos, e por ser um radi-
cal livre estavel, esta disponivel comercialmente, o que
evita sua geracdo por distintas formas, além de facilitar
o uso (20). O DPPH é um radical de nitrogénio organico,
estavel, de cor violeta, que possui absor¢do na faixa de
515-520 nm. A estabilidade do radical DPPH tem sido
usada, amplamente, para a determinagdo primdaria da
atividade antioxidante, sendo baseado na descoloragao
do radical na presenca de antioxidantes. Portanto, foi
calculada a CE,; utilizando a equagdo das retas obti-
das a partir da curva analitica das fases acetato de etila
(373,72 ng/mL) e hexénica (1207,4 pg/mL). Vale ressal-
tar que quanto maiores forem os valores de CE,  menor
sera o potencial antioxidante do extrato testado.

Na literatura, foi relatado CE,; para o pericarpo
do rambutd, no valor de 179,27 ug/mL, ¢ o potencial
antioxidante foi correlacionado a antocianinas encon-
tradas na casca do fruto (3). Foi observado, ainda, um
potencial poder antioxidante das cascas do rambuta,
quando foi encontrado um CE,  de 6 pug/mL, utilizan-
do o DPPH como teste. Os autores concluiram que o
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Rambuta tem grande potencial para produgdo de prepa-
racdes fitoterapicas (13). Os resultados desses estudos
foram conduzidos com frutos de regides da Asia e india.
Como as condigdes climaticas da Bahia sdo diferentes
dessas regides, ¢ possivel que as diferengas de valores
encontrados para CE,, neste trabalho estdo relaciona-
das a diversos fatores, tais como: composi¢do do solo,
clima e indice pluviométrico (variacdo dos metabolitos
secundarios). Neste trabalho, foi observado que a fase
obtida a partir do acetato de etila apresentou uma ativi-
dade antioxidante maior do que a hexanica. Isso pode
ser atribuido ao fato de que os compostos fenolicos pre-
sentes no Rambuta se concentram mais, na fase de maior
polaridade.

Intimeros constituintes bioativos t€m sido identi-
ficados em extratos vegetais a partir da toxicidade sobre
a Artemia salina (TAS). Este teste proporciona a moni-
toracdo de estudos fitoquimicos, como indicativo pre-
liminar para a avaliagdo de outras atividades biologicas,
como antifiingica, virucida, antimicrobiana e antitumor-
al (22). A auséncia de toxicidade no teste de letalidade
contra A. salina é um indicador de que a planta pode ser
bem tolerada pelo sistema biologico. Entretanto, estudos
mais detalhados para a avaliagdo da toxicidade dos ex-
tratos bioativos empregando outros modelos (in vitro e
in vivo) se fazem necessarios.

Apds 24 horas de exposicdo dos naupilos as
solugdes das amostras, foi feita a contagem dos mesmos
e, por meio da equagdo das retas obtidas, foi calculado a
DL, (dose na qual 50% dos naupilos morreram) a partir
da equacdo da reta obtida.

A DL, foi de 799,28 ug/mL e 705,72 pg/mL para
as fases acetato de etila e hexanica, respectivamente.
Houve 100% de sobrevivéncia para o branco, solugdo
salina.

Diante destes dados obtidos na avaliagdo da toxi-
cidade, foi possivel sugerir que as fracdes (as fases) do
extrato metandlico de Nephelium lappaceum L. nao
apresentam toxicidade para os naupilos de A4. salina,
pois nesse ensaio, DL, < 80 pg/mL significa altamente
toxico; entre 80 pg/mL e 250 pg/mL, moderadamente
toxico; e DL, > 250 ug/mL, com baixa toxicidade (21).

Uma menor toxicidade foi obtida a partir da fase
acetato de etila, quando comparada a hexanico. Este fato
pode estar relacionado a presenca de compostos fenoli-
cos, que podem ter retardado a morte dos naupilos devi-
do a sua atividade antioxidante.

Esse trabalho apresentou dados concordantes com
outros estudos desenvolvidos, apesar de tais estudos



ndo terem utilizado a metodologia TAS para avaliar a
toxicidade dos extratos (13-14, 18). Nestes estudos, os
autores concluiram que extratos da casca de Rambuta
poderiam ser classificados como fontes naturais potenci-
ais para a obtencdo de agentes antioxidantes.

CONCLUSAO

Esse ¢ o primeiro trabalho a utilizar a metodologia
da A. salina para avaliar a toxicidade dos extratos do
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