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RESUMO 

O presente estudo teve por objetivo avaliar a composição química, a atividade 

sequestradora de radicais livres, a citotoxicidade do óleo puro de Carapa guianensis 

(andiroba), bem como, testar as diversas condições de reação de Folin-Ciocalteu 

para quantificação de fenóis totais em óleo e óleo-resina (in natura). A atividade 

citotóxica usou células epiteliais CHO-K1. A capacidade antioxidante foi pelos 

métodos de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2-azinobis-(3-etil-

benzotiazolin-6-ácido sulfônico) (ABTS). O método de Folin-Ciocalteu foi 

modificado para avaliar fenóis totais em óleos e substâncias resinosas. Diferentes 

abordagens foram testadas, incluindo a adição de tween 80 e a substituição de 

solventes, a fim de analisar os fenóis totais presentes nos óleos-resinas testados. 

Quanto a composição química utilizou-se cromatografia em camada delgada e 

cromatografia de fase gasosa acoplada ao espectrômetro de massa. A análise da 

citotoxidade do óleo de andiroba não resultou perda significativa da função 

mitocondrial com porcentagem de células viáveis variando de 82 a 127% da 

viabilidade celular. O óleo de C. guianensis apresentou concentração inibitória 

(IC50) de 254,2 ± 10 mg/mL e 274,9 ± 6,19 mg/mL para DPPH e ABTS, 

respectivamente. Em fenóis totais, para aplicação em óleos e substâncias resinosas 

foi substituído progressivamente a água por solvente apolar, possibilitando a análise 

quantitativa de fenóis totais presentes nas amostras testadas. Na prospecção 

fitoquímica pode-se observar somente a presença de ácidos graxos com mancha no 

mesmo fator de retenção do padrão de ácido oleico. Os compostos identificados por 

cromatografia de fase gasosa acoplada ao espectrômetro de massa foram derivados 

de ácidos graxos, como o ácido oléico, ácido palmítico, ácido esteárico e o ácido 

linoléico com área relativa de 32.85; 26.06; 13.28; 11.79 %, respectivamente. Com 

base no estudo, conclui-se que o óleo de andiroba possui atividade antioxidante in 

vitro, não apresenta citotoxicidade em células epiteliais CHO-K1 e é composto 
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principalmente por ácido oleico e palmítico. Os dados obtidos no estudo podem ser 

úteis para metodologias realizadas em meio aquoso. 

PALAVRAS-CHAVE: antioxidante, fenóis totais, produtos naturais, óleo-resina, 

citotoxidade. 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the chemical composition, free radical 

scavenging activity and cytotoxicity of pure Carapa guianensis oil (andiroba) (in 

natura), as well as to test the various Folin-Ciocalteu reaction conditions for 

quantifying total phenols in oil and oil-resin (in natura). Cytotoxic activity was 

measured using CHO-K1 epithelial cells. Antioxidant capacity was measured using 

the DPPH and ABTS methods. The Folin-Ciocalteu method was modified to 

evaluate total phenols in oils and resinous substances. Different approaches were 

tested, including the addition of tween 80 and solvent substitution, in order to 

analyze the total phenols present in the oil-resins tested. As for the chemical 

composition, thin layer chromatography (SLC) and gas chromatography coupled to 

mass spectrometer (GC/MS) were used. The analysis of the cytotoxicity of andiroba 

vegetable oil did not result in any significant loss of mitochondrial function, with 

the percentage of viable cells ranging from 82 to 127% of cell viability. C. 

guianensis oil showed an IC50 of 254.2 ± 10 mg/mL and 274.9 ± 6.19 mg/mL for 

DPPH and ABTS, respectively. In terms of total phenols, for application to oils and 

resinous substances, water was progressively replaced by an apolar solvent, making 

it possible to quantitatively analyze the total phenols present in the samples tested. 

In the phytochemical prospecting, only the presence of fatty acids with a stain at 

the same Rf as the oleic acid standard could be observed. The compounds identified 

by gas chromatography coupled to mass spectrometer (GC/MS) were fatty acid 

derivatives such as oleic acid, palmitic acid, stearic acid and linoleic acid with a 

relative area of 32.85; 26.06; 13.28; 11.79 %, respectively. Based on the study, it 

can be concluded that andiroba vegetable oil has antioxidant activity in vitro, does 

not show cytotoxicity in CHO-K1 epithelial cells and is mainly composed of oleic 

and palmitic acid. The data obtained in this study could be useful for methodologies 

carried out in aqueous media. 

KEYWORDS: Antioxidant. Total phenols. Natural products. Oil-resin. 

Cytotoxicity. 

 

INTRODUÇÃO 

 

O óleo de Carapa guianensis Aubl., 1775 (Meliaceae), conhecida como 

andiroba, é amplamente utilizado na medicina popular, indústrias farmacêuticas e 

em cosméticos por possuir ampla atividade biológica, como a ação analgésica, 

antibacteriana, anti-inflamatória, antifúngica, antialérgica, antimalárica, sendo 
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eficaz contra feridas, hematomas, úlceras de herpes, reumatismo, infeções de 

ouvido e repelente de insetos1, podendo ser utilizado puro ou em mistura com outros 

produtos naturais. 

O Óleo de andiroba apresenta compostos como flavonoides, frequentemente 

referenciados por sua ação antioxidante, assim como diterpenos reconhecidos pela 

cicatrização de machucados2. Os compostos fenólicos são normalmente 

encontrados nos vegetais, atuando no mecanismo de defesa contra herbívoros, 

patógenos e radiação ultravioleta, outros tem a capacidade de atrair polinizadores 

ou dispersores de frutos, podendo ainda influenciar no crescimento de plantas 

adjacentes, controle de germinação de sementes e atuar como antioxidantes3. 

A quantificação do teor de fenóis totais presentes nas amostras pode ser 

realizada por meio de uma variedade de técnicas, no entanto, a mais utilizada é por 

meio do reagente de Folin-Ciocalteu. É um método espectrofotométrico simples e 

de baixo custo para excursão, conhecido internacionalmente por sua eficiência em 

diferentes extratos. No entanto, é importante lembrar que a metodologia de fenóis 

totais frequentemente é a base de água, no entanto alguns óleos e óleos-resinas in 

natura, como de Carapa guianensis Aublet, 1775 quando são utilizados em meio 

de preparo aquoso, esses se tornam turvos e esbranquiçados, inviabilizando leituras 

que tenham por base a turbidez. Castelo-Branco e Torres4 já falavam sobre o desafio 

para reproduzir certos métodos em óleos, uma vez que a maioria deles foram 

desenvolvidas para análises em amostras aquosas. 

A análise dessas resinas (in natura) e outros óleos de difícil avaliação de seu 

conteúdo fenólico é de grande importância, tendo em vista que em muitas regiões 

do Brasil o óleo extraído tradicionalmente é amplamente utilizado para o tratamento 

de diversos males5. No entanto, muitos compostos podem possuir tanto 

propriedades terapêuticas quanto tóxicas, deste modo é importante que sejam 

realizados testes para avaliar o potencial citotóxico de substâncias mesmo que de 

origem natural, visando assim a obtenção de terapias e produtos mais seguros. 

Deste modo, o presente estudo teve por objetivo avaliar a composição 

química, a atividade sequestradora de radicais livres, a citotoxicidade óleo puro de 
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andiroba (in natura), bem como, avaliar diversas condições de reação de Folin-

Ciocalteu, com a finalidade de ajustar o método para aplicação em substâncias 

resinosas como óleo-resina de copaíba e andiroba (in natura).  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O óleo de andiroba foi adquirido com cooperados do município de 

Mazagão/AP. A extração do óleo segue a prática tradicionalmente aplicada pelas 

comunidades, já descrita por Lima6, passando pela coleta e seleção das sementes, 

preparo da massa do “pão de andiroba” e extração do óleo. Para verificar a 

eficiência da adaptação aqui proposta na metodologia de fenóis totais foi também 

reproduzida no óleo-resina de Copaifera reticulata Benth (in natura), que é obtido 

a partir da exsudação do tronco de árvores e logo após o término da coleta o furo é 

vedado com uma rolha de madeira para segurança do exemplar. 

A metodologia para determinação da atividade antioxidante das amostras 

pela Captura do Radical Livre 2,2-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-ácido sulfônico) 

(ABTS+) seguiu a metodologia de Rufino et al.7 Em ambiente escuro, pipetou-se 

250 µL de solução de ABTS•+ diluída e adicionou-se 30 µL do óleo puro de 

andiroba nas seguintes concentrações 75, 100, 150, 200, 250 e 300 mg/mL diluído 

em Isopropanol (99,6%) e o padrão foi Trolox nas concentrações 12, 24, 32, 40, 48 

e 56 µg/mL. A placa foi mantida durante 6 minutos em ambiente escuro, em 

aproximadamente 29°C e em seguida lida em 732nm. O resultado foi expresso em 

valor de em equivalência do padrão e foi calculado a porcentagem de inibição do 

radical livre através da equação 1. 

% 𝐴𝐴 𝐴𝐵𝑇𝑆 =
𝐴𝑚á𝑥−𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑚á𝑥
 𝑥 100                         Equação 1 

Em que: Amáx é a absorbância do ABTS•+ em 732 nm na ausência de amostra 

(controle), Aamostra é a absorbância do ABTS•+ em 732 nm na presença de amostra. 

 

Onde a porcentagem de atividade antioxidante (%AA), é calculada pela 

absorbância da solução com o radical formado sem a presença de uma amostra Amáx 
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e Aamostra é a absorbância observada na presença do radical com o analito. Para então 

calcular a concentração inibitória (IC50) que é a quantidade de óleo em mg/mL das 

amostras testadas necessária para diminuir a concentração inicial de ABTS em 

50%. 

As amostras foram analisadas utilizando o reagente de 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) seguindo o método de Blois8. As amostras de andiroba foram 

diluídos em isopropanol e testadas nas concentrações 75, 100, 200 e 300 mg/mL. O 

trolox (10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 µg/mL) foi utilizado como padrão para estabelecer 

a curva de calibração para a quantificação. As amostras em diferentes concentrações 

foram misturadas com a solução de DPPH e essa mistura foi agitada suavemente e 

deixada em repouso por 30 min no escuro à temperatura ambiente 

(aproximadamente 29°). Mediu-se a absorbância então em 517 nm usando 

espectrofotômetro Elisa(9). Para calcular o percentual de captação do radical DPPH 

em termos de atividade antioxidante, foi utilizada a equação 2 e depois foi calculado 

a concentração de óleo necessária para capturar 50% do radical livre DPPH (IC50). 

𝐴𝐴 (%) = 100 −
(𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) .100

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
                                  Equação 2 

Onde: AA (%) = percentagem de atividade antioxidante; Absamostra = absorbância 

da amostra; Absbranco = absorbância do branco e Abscontrole = absorbância do controle 

Culturas de células eucarióticas 

Células epiteliais derivadas do ovário do hamster chinês (CHO-K1), foram 

obtidas no laboratório de Laboratório de Mutagênese in vitro e in vivo da Universidade 

Federal do Espírito Santo, cultivadas em meio de cultura HAM-F10:D-MEN (1:1), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) mantidas em estufa de cultura a 

37ºC, sob uma atmosfera de 5% de CO2.  Os testes de citotoxicidade foram realizados 

em triplicata. 

A citotoxicidade dos óleos em células CHO-K1 foi avaliada através do 

ensaio colorimétrico com sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5- difenil-2H-brometo de 

tetrazólio (MTT), tornando possível determinar o número de células viáveis. As 

suspensões de células CHO-K1 foram semeadas 1x105 em placas de 96 poços, 

contendo meio F12/DMEN suplementado com 10% de soro bovino fetal e 
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posteriormente mantidas em estufa BOD a 37°C por um período de 12 horas para a 

estabilização. Após este período, descartou-se o meio completo de cada poço da 

placa para adição do novo meio e do tratamento, onde foram adicionados 100 µl da 

amostra vegetal nas concentrações (50, 100, 200, 250, 300, 350, 400 mg/mL), 

diluídas em 1% de tween 80, a placa com tratamento foi mantida na estufa por mais 

12h. Por fim, os tratamentos foram removidos e adicionou-se 100 µl de solução de 

MTT (5,0 mg/ml diluído em meio incompleto) para incubação por 4 horas10. 

O controle positivo (CP) foi Triton X-100 e o negativo (CN) foi meio 

complementado com soro bovino fetal. Passando este tempo o meio foi retirado e 

adicionou-se 200 µL de DMSO 100% em cada poço, para dissolver os cristais de 

formazan, a placa então é protegida da luz e agitada em 300 rpm por 

aproximadamente 4 minutos e em seguida lida a absorbância no espectofotômetro 

em 570 nm. Por fim, calculou-se a viabilidade celular em porcentagem11. A 

absorbância obtida das células controle (não tratadas) foi considerada como 100% 

de viabilidade celular. A citotoxicidade celular do extrato foi calculada da seguinte 

forma: 

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 =  
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 

A metodologia de fenóis totais frequentemente é a base de água, como 

descrito por Singleton e Rossi12 e Wolff et al.13, no entanto quando concentrações 

mais elevadas de óleo de copaíba e andiroba são utilizados em meio de preparo 

aquoso, esses se tornam turvos e esbranquiçados, inviabilizando leituras que 

tenham por base a turbidez14, para que fosse possível avaliar a presença desses 

compostos nas amostras foram necessários alguns testes. 

O ensaio foi adaptado e modificado para óleos ou óleo-resinas em três partes 

experimentais: 

I) Solubilização e diluição das amostras oleosas por etanol, dimetilsulfóxido, 

isopropanol e acetato de etila. Solventes frequentemente usados para resinas 

e alguns óleos15,16. 

II) Adição de Tween 80: Uma vez que as amostras em estudo demonstraram 
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fraca solubilidade em meio aquoso e se tornaram turvas, foi   utilizado tween 

80 buscando solucionar esta interferência. 

III) Alteração na forma de preparo da metodologia básica: Após as tentativas I 

e II, foi então realizada uma modificação na forma de preparo dos reagentes 

que compõem a metodologia básica (Folin-Ciocalteu e carbonato de sódio), 

por meio da substituição de parte da água por solventes mais apolares. 

  Quanto ao item III (Alteração na forma de preparo da metodologia básica), 

se deu da seguinte forma: O reagente Folin-Ciocalteu manteve uma proporção já 

citada na literatura 1:1 (v/v), que corresponde ao Folin diluído no solvente (água). 

No entanto, para reduzir a quantidade de água no sistema foi substituindo 

gradativamente a água por solventes apolares como isopropanol, dimetilsulfóxido, 

metanol e etanol. Por fim, foram utilizados dois solventes para diluição de Folin: 

água e metanol, desta forma tem-se 50% de Folin e quanto aos diluentes 25% de 

água e 25% de metanol (ex.: 8 mL de Folin: 4 mL de H2O e 4 mL de metanol). 

A solução de carbonato de sódio 5% foi preparada pesando 2g e diluído em 

água e metanol na proporção 1:1 (20 mL de água e 20 mL de metanol), sendo 

necessário aguardar a formação de precipitado e filtrar a solução em filtro de papel. 

A proporção de água e metanol foi testada até um ponto em que interferisse 

minimamente na amostra, mas que também conseguisse diluir o carbonato de sódio. 

Em tubos de ensaio foram adicionados 0,1mL do padrão ou amostra diluídos 

em diferentes concentrações, 0,1 mL de isopropanol, 0,1 mL de folin e 0,5 mL de 

carbonato de sódio, finalizando com a centrifugação e leitura do sobrenadante em 

732 nm, 40 minutos após a mistura dos reagentes nos tubos. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata, as curvas das formas de preparo também foram testadas em 

triplicatas em dias diferentes e comparadas estatisticamente.  

  A fim de conferir se as alterações na metodologia básica iriam afetar ou 

resultar em efeito falso-positivo, o padrão de ácido tânico foi submetido as duas 

formas de preparo, a primeira com base no que é observado na literatura e a segunda 

aqui denominada de preparo adaptado (PA). Além disso, a adaptação foi testada em 

uma segunda amostra, no óleo-resina de copaíba. As concentrações para o óleo de 
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andiroba foram de 60, 100, 200 e 300 mg/mL. Para o óleo-resina de copaíba foram 

30, 60, 100, 200 e 300 mg/mL. A solução etanolica de ácido tânico 200 µg/mL 

(ácido 3,4,5-triidroxibenzoico; MM = 170,12 g/mol) foi testada nas concentrações 

32, 48, 64, 80, 96 e 128 µg/mL. 

  Através da interpolação da absorbância final em curva padrão de ácido 

tânico, os resultados foram expressos em µg de equivalentes em ácido tânico (EAT) 

por mg do óleo resina (in natura). Além disso, para garantir a replicabilidade, 

estabilidade, e confiabilidade os testes foram repetidos três vezes em dias diferentes. 

A cromatografia em camada delgada (CCD), foi realizada para 

caracterização do perfil de ácidos graxos no óleo de andiroba. Para isso foi aplicado 

sobre as placas aproximadamente 5µl da amostra do óleo diluído em isopropanol. 

Foram usadas cromatoplacas de alumínio TLC de sílica gel 60 F254 (Merck®, 

Darmstadt, Alemanha). Os cromatogramas foram observados sob luz visível e 

ultravioleta 365nm UV-A e 254nm UV-C antes e após os reveladores químicos. Foi 

utilizado padrão de ácido esteárico e ácido oléico avaliar o perfil de ácidos graxos, 

sendo a fase móvel tolueno e acetato de etila (93:7) e o revelador solução de vanilina 

1% e ácido sulfúrico 5%. As placas foram aquecidas em 110°C em um período de 

5–10 min17. 

As análises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) foram realizadas no Laboratório de Cromatografia do LabPetro, da 

Universidade Federal do Espírito Santo. 

O óleo de andiroba sofreu metilação, onde 3 mg do óleo foram solubilizados 

em 300uL de KOH/MeOH 0.5M e deixado em refluxo com agitação por 30 

minutos, a 60oC. Logo após foi resfriado e adicionou-se 300uL de BF3/MeOH, 

deixado em refluxo por 30 minutos, a 60oC. A solução foi resfriada e extraída com 

400 µL de hexano e 300 µL de água destilada. A fase orgânica foi recuperada e 

injetada diretamente em um Cromatógrafo Gasoso acoplado a um Espectrômetro 

de Massas da Agilent 7890B (Agilent, California, USA) e detector massa modelo 

5977ª MSD com ionização eletrônica de 70eV. A coluna utilizada foi uma HP-5 de 

30 m x 250 µm x 0,25 µm. O injetor foi ajustado para uma temperatura de 290 oC 
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e o detector para 310 oC. A eluição foi iniciada numa rampa de aquecimento 

iniciando a 40 oC com taxa de aquecimento de 5oC/min até 280 oC, seguido com 

taxa de aquecimento de 15oC/min até 310 oC permanecendo nessa temperatura por 

10min. 

Para caracterização foi utilizado padrão de alcano de C10 a C40 que foram 

submetidos às mesmas condições cromatográficas. Os compostos foram 

identificados através da comparação com a biblioteca da base NIST seguido pela 

comparação dos índices de retenção da18,19. 

Os dados avaliados foram expressos em média ± desvio padrão. Para 

obtenção e comparação das médias foram utilizados o teste de Tukey (P < 0,05), a 

partir do programa Infostat20. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O potencial antioxidante foi expresso como porcentagem de atividade 

antioxidante, mg de equivalência de trolox por g de extrato bruto e/ou IC505 Neste 

trabalho, o óleo fixo de andiroba analisado pelos métodos DPPH e ABTS, 

apresentou atividade antioxidante total de 4,80 ± 0,01 (mg trolox/g DPPH) e 2,14 

± 0,07 (mg trolox/g ABTS) e o IC50 foi 254,2 ± 10 DPPH e 274,9 ± 6,19 ABTS. 

Embora os dois métodos tenham como princípios básicos a reação de 

oxirredução, sabe-se que a ação dos radicais desses métodos é distinta21. Portanto, 

o perfil de compostos apresentados por cada amostra pode gerar resultados distintos 

em cada metodologia específica utilizando a mesma matriz. Souza22 relata a 

variação existente em outros trabalhos que assim como o dele, apresentaram 

diferenças nos resultados de testes antioxidantes. Desta forma, é razoável que haja 

diferenças de respostas frente aos radicais DPPH e ABTS. 

Quanto aos valores obtidos para DPPH e ABTS no IC50, Milhomem-Paixão 

et al.23 ao analisar a atividade antioxidante de 21 óleos obtidos a partir de sementes 

de andiroba, coletadas em 21 locais no estado do Pará - BR, obteve valores de IC50 

para as amostras entre 8913 e 43,56 μL/mL. Araújo-Lima24 avaliou a atividade 
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sequestradora de radicais livres de óleos de C. guianensis obtidos por três diferentes 

métodos de extração, no entanto o óleo extraído sem o uso de altas temperaturas, 

apresentou maior atividade sequestradora contra o radical DPPH (EC50 de 89,07 ± 

3,67 μ L/mL). Isso demonstra que a ausência de alta temperatura para extração 

associada ao menor tempo de processamento evitou que componentes ativos dos 

extratos fossem degradados, uma vez que a extração sem calor contém maior 

quantidade de compostos antioxidantes. 

Com base nas informações disponíveis até o momento, não é possível 

atribuir a atividade antioxidante a um composto específico do óleo de andiroba23. 

No entanto, Wu et al.25 , acreditam que a atividade antioxidante de um óleo pode 

ser atribuída aos constituintes que estão presentes nele em maior quantidade, 

embora não exclua o fato de que mecanismos sinérgicos ou antagônicos também 

possam estar envolvidos. 

As concentrações de 50 mg/mL a 400 mg/mL do óleo fixo de andiroba não 

apresentaram efeito citotóxico sob uma linha de células epiteliais derivadas do 

ovário do hamster chinês CHO-K1 (Fig. 1). 

 

Figura 1. Citotoxicidade (mg/mL) (média +/- desvio padrão da média) do óleo de 

andiroba in natura em células epiteliais derivadas do ovário do hamster chinêse 

CHO-K1. CP: Controle positivo, CN: Controle negativo. Médias com uma letra 

comum não são significativamente diferentes (p > 0,05)  

 

 

A análise da citotoxidade do óleo fixo de andiroba não resultou em perda 

significativa da função mitocondrial em comparação ao controle negativo, já que 
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os tratamentos apresentaram alta porcentagem de células viáveis. Isso está em 

conformidade com Milhomem-Paixão23, que ao analisar a segurança no uso do óleo 

de andiroba para averiguar efeitos tóxicos adversos e os potenciais usos 

fitoterápicos do óleo de andiroba, tendo como organismos testes camundongos 

Swiss fêmeas, observou que nas condições experimentais utilizadas, o óleo de 

andiroba (500, 1000 e 2000 mg/kg/dia) não foi hematotóxico, genotóxico, 

mutagênico ou citotóxico. Acreditando ainda, que a atividade antioxidante do óleo 

tenderia a proteger o DNA celular do dano oxidativo. 

Os resultados condizem com os achados de Wanzeler et al.26, que investigou 

a atividade cicatrizante do óleo de C. guianensis contra a mucosite oral (MO) em 

hamsters sírios dourados e observou que o tratamento utilizando 100% de óleo de 

andiroba reduziu o grau de mucosite oral em relação aos demais grupos (óleo de 

andiroba 10% e óleo de andiroba 10% refinado), o óleo de andiroba em ambas as 

concentrações não foi citotóxico. No entanto, o uso desse óleo na concentração de 

100% por 15 dias consecutivos demonstrou potencial genotóxico nos hamsters 

sírios, embora a frequência de PCE/NCE não tenha apresentado citotoxicidade em 

todos os grupos de andiroba.  

Na pesquisa desenvolvida por Araújo-Lima et al.24, com três óleos de 

andiroba extraídos por diferentes metodologias, observou-se que o óleo obtido sem 

o uso de altas temperaturas na extração, mostrou ser o produto mais seguro para uso 

e o mais promissor em relação aos demais óleos, pois não foi mutagênico ou 

genotóxico. Essa descoberta indica que a temperatura de extração mais alta 

associada ao tempo de processamento mais longo leva a um aumento de compostos 

que induzem danos ao DNA24. 

O óleo de andiroba é utilizado para diversos fins medicinais, cosméticos e 

no controle de pragas e parasitas, sendo em muitos casos a única opção de 

tratamento por comunidades tradicionais que residem longe dos centros urbanos, 

desejado até mesmo por aqueles que buscam métodos mais confiáveis de 

tratamento, com isso torna-se importante compreender até que ponto um produto 

natural é seguro. No presente trabalho, o óleo de andiroba não apresentou atividade 
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citotóxica, mas observa-se na literatura que dependendo da concentração utilizada 

e do modo de extração do óleo, ele pode apresentar toxicidade. 

Primeira etapa do experimento teve por objetivo aumentar a solubilidade do 

óleo resina com solventes de diferentes polaridades, substituindo o metanol por 

outros solventes mais apolares como etanol, DMSO e álcool isopropílico, levando 

em conta estudos anteriores15,16. O óleo de copaíba diluiu muito bem em todos os 

solventes testados, porém, andiroba somente foi solúvel em álcool isopropílico (Fig. 

2A). Solventes de diferentes polaridades foram testados no ensaio de fenóis totais, 

no entanto, apesar da mudança não foi possível obter a melhoria esperada na 

qualidade da solução, uma vez que independente do solvente utilizado para diluir 

os dois óleos, houve uma forte turvação quando em contato com os reagentes que 

compõem a metodologia básica (Fig. 2B), se agravando ainda pela formação de 

fases e bolhas de óleo ao misturá-los. Sendo assim, mesmo que os solventes testados 

sejam favoráveis para diluição dos óleos-resinas o resultado foi uma turvação 

extensa. 

Para obter uma solução límpida e resultados de ensaio confiáveis, foi então 

diluído o óleo utilizando 1% de tween 80, caracterizado por uma baixa ação tóxica 

e por ser usado em vários ramos da química e da farmácia27. Wojtunik-Kulesza15, 

em sua pesquisa visando otimizar a metodologia Ferric Reducing Antioxidant 

Power (FRAP) para testes em monoterpenos, descreve que em alguns casos, a 

adição de Tween 20 melhorou a solubilidade e o potencial de estudo de certos 

terpenos investigados, obtendo a redução ou desaparecimento da turvação. No 

entanto, nestes resultados as medições preparadas com o surfactante demonstraram 

turvação e consequentemente induziu um aumento no valor de absorbância. 
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Figura 2. Amostra do óleo resina de copaíba na metodologia de fenóis totais. A – 

Teste de diluições do óleo de andiroba e formação de fases diferentes reagentes: 

isopropanol (1), Dimetilsulfóxido (2), metanol (3), etanol (4); B - turvação do óleo 

de copaíba quando em contato com os reagentes da metodologia básica; C – 

Sobrenadante após centrifugação da amostra com os reagentes da metodologia de 

fenóis totais; D – amostra após pipetada na placa de 96 poços para leitura.  

 
 

Foi então realizada uma modificação na forma de preparo dos reagentes que 

compõem a metodologia básica (carbonato de sódio e Folin-Ciocalteu), por meio 

da substituição de parte da água por solventes mais apolares. Notou-se que quanto 

menor a polaridade dos solventes utilizados para adaptar a metodologia, maior era 

a quantidade de corpo de fundo no tubo ao misturar todos os componentes 

necessários para o teste. Porém, o aumento da polaridade influenciaria 

negativamente na diluição do óleo, após testar diferentes combinações mantivemos 

então uma proporção de 1:1 v/v, ajustando os solventes utilizados na diluição, 

buscando manter um equilíbrio benéfico para diluição do óleo e do carbonato de 

sódio (onde anteriormente se fazia somente água, agora se faz ex. 20mL de água e 

20mL metanol), obtendo um bom resultado para alteração. 

Koivikko28 demonstrou que há uma correlação positiva entre a concentração 

de carbonato de sódio no ensaio e o valor de absorbância, tornando o método mais 
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ou menos sensível conforme a quantidade utilizada, o que já era esperado por ser o 

catalisador do reagente de Folin-Ciocalteu. O que reforçou a necessidade de manter 

as proporções equilibradas. 

A mesma lógica de combinações e testes de diluição foi realizada para o 

reagente folin, como já descrito em materiais e métodos, buscou-se manter a 

proporção citada em trabalhos como o de Anjos et al.29, porém ajustando o solvente 

utilizado para diluir o folin, a fim de reduzir a quantidade de água final no sistema. 

Após está terceira opção de modificação, foi possível observar uma pequena 

turbidez e certa quantidade de corpo de fundo, provavelmente resultante de grandes 

diferenças de polaridade entre o tampão água/carbonato de sódio e o solvente 

orgânico, mas que após centrifugação não interferia na leitura das amostras (Fig. 

2C e D). A alteração foi testada em dois óleos vegetais (in natura) e para que não 

houvesse dúvidas se o ajuste na metodologia estava realmente nos dando um 

resultado real e não um falso-positivo, foi então utilizado uma substância padrão 

que poderiam ser aplicados tanto na forma de preparo já conhecida na literatura 

quanto no preparo adaptado. 

O padrão ácido tânico (ácido 3,4,5-triidroxibenzoico) foi testado nas 

mesmas concentrações nas duas formas de preparo sem qualquer interferência, 

porém foi possível avaliar as amostras de óleos somente com o preparo adaptado, 

onde obtivemos um resultado satisfatório. 

O experimento obteve uma boa capacidade de repetibilidade, que se 

caracteriza pela repetição de um determinado experimento, pelos mesmos 

pesquisadores, em dias distintos, no mesmo local de origem, com os mesmos 

insumos, onde os resultados iniciais são obtidos, dentro de uma faixa de variação 

aceitável, determinada em função do tipo da pesquisa30. Deste modo, foram 

preparadas duas curvas de calibração uma para cada modo de preparo, cada 

concentração foi testada em triplicatas e cada curva também foi testada em 

triplicada em dias distintos, como não houve diferença estática entre as triplicatas 

de curva de um mesmo modo de preparo, foram escolhidas aquelas com melhores 

R2. 
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Para interpolação das absorbâncias das amostras foi construída uma curva 

analítica com solução padrão de ácido tânico (32, 48, 64, 80, 96, 128 µg.mL). A 

Equação de regressão linear obtida para ácido tânico foram y = 0,0079x - 0,0232 

(PA) e 0,0076x - 0,0455 (PC), e o coeficiente de correlação R2 = 0,9915 (PA) e 

0,9911 (PC). 

Após construir a curva padrão de ácido tânico em µg/mL para cada uma das 

formas de preparo, foi substituído o valor de Y na equação da reta da curva padrão 

pela absorbância da amostra e calcular o valor de X correspondente à equivalência 

da absorbância da amostra em µg de ácido tânico. A seguir, calculou-se a massa de 

amostra em grama na mistura de reação e, por fim, foi dividido o valor da amostra 

em equivalente de ácido gálico pela sua massa (g equivalentes de ácido tânico/mg 

de amostra)31. 

Não houve diferença estatística para o valor obtido entre as duas formas de 

preparo, sendo 3,00 ± 0,01 PA e 3,03 ± 0,01 PC mg EAT/ g de óleo-resina de 

andiroba e 1,52 ± 0,03 PA e 1,48 ± 0,03 PC mg EAT/ g de copaíba, o que demonstra 

que independente da forma de preparo escolhido não haverá interferência na 

avaliação correta de fenóis totais. 

 Além disso, as concentrações dos componentes químicos presentes nos 

óleos-resinas podem ser influenciadas por diversos fatores, como o modo de 

extração, a diferença de táxons, características do solo, condições climáticas e a 

estação ou período do ano em que são extraídas32. Desta forma, por sua rica 

composição química e importantes alternativas de aplicações farmacêuticas e 

medicinais, os óleos-resinas de copaíba e andiroba são importantes fontes de 

princípio ativo em farmacologia. 

O valor aqui encontrado para o óleo de andiroba é superior aos encontrados 

por nos óleos extraídos por Novello et al.33, que avaliou o teor de compostos 

fenólicos em sete amostras de óleo andiroba, obtendo valores entre 0,11 e 0,35 

mg GAE/ g de amostra seca. E bem próximos ao descrito por Seck et al.34, para o 

extrato da casca de C. guianensis com 8,2 mg GAE/g da amostra, que é um teor 

maior em comparação com o obtido nas sementes de C. procera por Diby et al.35. 
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Apesar da extensa literatura sobre óleo de copaíba e andiroba são poucos os 

dados sobre compostos fenólicos nas resinas in natura, que frequentemente é 

analisado a partir da extração do óleo por meio de solvente de diferentes polaridades 

ou o uso do óleo essencial para possibilitar sua diluição em diferentes compostos.  

No entanto, esses óleos são frequentemente utilizados pela população in natura, 

principalmente na região norte do Brasil36 e a partir da adaptação da metodologia 

foi possível quantificar os compostos fenólicos totais, o que pode ser proveitoso 

também para outras resinas e óleos com difícil adaptação em metodologias 

realizadas em meio aquoso. A alteração na metodologia não impossibilita a 

comparação com outros trabalhos que utilizam o preparo convencional de 

quantificação de fenóis totais, uma vez que não houve diferença estatística entre 

elas. 

A análise do perfil químico, pode-se observar a presença de ácidos graxos 

com uma mancha de mesmo Rf referente ao padrão de ácido óleico (Figura 3). 

 

Figura 3. Placa revelada de cromatografia em camada delgada para óleo de 

andiroba. Padrões e amostra para ácidos graxos: andiroba (1), esteárico (2), oleico 

(3). 

 

 

Um dos padrões utilizados para detecção de ácido graxos foi o ácido oleico, 

que apresentou presença confirmada neste estudo por CCD. O ácido oleico é 
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reconhecido por provocar efeitos benéficos na sensibilidade à insulina, o que pode 

ajudar a explicar os efeitos protetores da dieta mediterrânea contra a obesidade e o 

diabete mellitus tipo 237. Ácido oleico é muito empregado em cremes e emulsões 

cosméticas pelas suas propriedades emolientes e para recompor a oleosidade em 

peles ressecadas e com problemas de escamação38. 

Na análise por CG/EM foi possível observar no cromatograma picos com 

tempo de retenção a partir de 29 minutos e que representam mais de 88% da área 

relativa do cromatograma, sendo identificados conforme Tabela 1 e Figura 4. A 

substância em proporções maiores é o ácido oleico seguido pelo ácido palmítico, 

esteárico e linoléico. 

 

Tabela 1. Substâncias identificadas no óleo de andiroba por cromatografia de fase 

gasosa acoplado ao espectrometro de massa (CG/EM). 

Pico Tempo de retenção % área relativa Substâncias identificadas 

1 29.714 1.69 ácido 9-hexadecenoico 

2 30.201 26.06 1- ácido palmítico 

3 33.292 11.79 ácido linoleico 

4 33.483 32.85 ácido oleico 

5 33.904 13.28 ácido esteárico 

6 37.312 2.36 ácido 18-metil nonadecanóico 

 

Figura 4. Cromatograma do óleo de Andiroba por cromatografia de fase gasosa 

acoplado ao espectrometro de massa (CG/EM) mostrando as substâncias 

identificadas. 1- ácido 9-hexadecenoico; 2- ácido palmítico; 3- ácido linoleico; 4- 

ácido oleico; 5- ácido esteárico; 6- ácido 18-metil nonadecanóico. 

 
 

Milhomem-Paixão et al23, ao analisar o óleo de andiroba observou que os 

compostos saponificados representaram > 97% da amostra e os compostos não 
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saponificados consistiram de esteróides e derivados triterpenóides. Mais de 97% 

dos ácidos graxos foram representados pelos ácidos oleico, palmítico, esteárico, 

linoleico e araquidônico. Algumas variações encontradas geralmente estão 

relacionadas ao processo de extração e às características naturais desses recursos, 

como amadurecimento dos frutos, origem geográfica e condições climáticas 

durante o cultivo. O conhecimento das propriedades químicas do óleo de andiroba 

são fundamentais para o direcionamento na aplicação do mesmo em indústrias de 

cosméticos e fármacos e até mesmo para utilização segura por comunidades 

tradicional. 

 

CONCLUSÃO 

 

No presente estudo pode-se concluir que o óleo de andiroba apresenta 

capacidade antioxidante. Não foi observada a ação tóxica do óleo, o que comprova 

que o óleo puro pode ser utilizado de forma segura e indica sua utilização para o 

desenvolvimento de produtos. Sua composição química indica valores elevados de 

compostos fenólicos, sendo o ácido oleico predominante. A melhor forma de ajustar 

a metodologia de fenóis totais para o uso em óleo puro ou óleo-resina utilizando o 

reagente Folin-Ciocalteau, foi a alterando a forma de preparo da metodologia 

básica, substituindo progressivamente a água por solvente apolar. Além disso o 

experimento obteve uma boa capacidade de repetibilidade e não houve diferença 

estatística entre as formas de preparo com alteração e a mais utilizada na literatura. 
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