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RESUMO - As plantas sdo fontes naturais de antioxidantes, compostos que
podem ser usados na producdo de matérias-primas para a industria de alimentos.
Neste trabalho realizou-se uma triagem fitoquimica visando conhecer 0s
constituintes da espécie amazonica Aniba parviflora (macacaporanga) e analisar
suas propriedades antioxidantes, na busca por novas fontes destes compostos. Para
a determinacdo da atividade antioxidante, avaliou-se a capacidade sequestradora
do radical livre DPPH, calculando-se a concentracdo efetiva (CEsp). Os resultados
indicaram a presenca de flavondides, saponinas e taninos nos extratos brutos
etandlicos de folhas e galhos, bem como nas fases particionadas (hexano,
diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica). Na avaliacdo da capacidade
antioxidante a fase hidroalcodlica de galhos apresentou o melhor resultado (CEso
= 275,0 ug/mL), cerca de 2 vezes menos eficiente que o acido ascérbico (CEsp =
113,3 pg/mL), utilizado como padrdo. Verifica-se, portanto, o potencial do uso
dessa espécie na obtencdo de antioxidantes.

1. INTRODUCAO

As plantas da familia Lauraceae tém como caracteristica o lenho e as folhas aromaticas.
Existem aproximadamente 49 géneros com 2.500 espécies, aparecendo principalmente nos
trpicos e subtropicos do sudeste asiatico até o continente americano (Glimn-Lacy e
Kaufman, 2006). As espécies do género Aniba, como o pau-rosa (A. rosaeodora), a casca
preciosa (A. canelilla) e a macacaporanga (A. parviflora) sdo muito requisitadas pela inddstria
de perfumaria por serem produtoras de 6leos essenciais. No entanto, para a obtencdo desse
produto, o extrativismo tradicional emprega a derrubada de toda a arvore e consequente
reducdo das populacdes naturais destas espécies (May e Barata, 2004).

A A. parviflora ¢ uma espécie nativa da Amazbnia, bastante semelhante a A.
rosaeodora da qual se extrai um 6leo essencial que € altamente valioso, devido a grande
guantidade de linalol. O éleo da A. parviflora pode ser obtido a partir de suas folhas e galhos,
apresentando em média 35% de linalol e se caracteriza por um aroma forte e agradavel. A.
parviflora é usada em perfumaria, porém sua ocorréncia € muito rara, 0 que restringe sua
exploracdo (Marques, 2001).

Os organismos vivos estdo constantemente sujeitos & acdo do oxigénio e o consumo de
substancias antioxidantes na dieta diaria pode produzir uma acéo protetora efetiva contra estes
processos oxidativos. A partir do inicio dos anos 80, 0 interesse em encontrar antioxidantes
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naturais para o emprego em produtos alimenticios, tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu
potencial de toxicidade (Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

Estudos tém revelado que algumas moléculas de origem vegetal possuem atividade
antimutagénica, que pode estar relacionada com propriedades antioxidantes (Lambert et al.,
2005; Wu et al., 2005). Compostos do metabolismo secundéario vegetal como flavondides e
taninos, sdo importantes nas interacdes entre planta e seu ecossistema além de serem
amplamente utilizados na industria pelo seu potencial antioxidante (Mello e Santos, 2001).

Portanto, este trabalho teve com objetivo realizar uma triagem fitoquimica para
conhecer os grupos quimicos de extratos de folhas e galhos da espécie Aniba parviflora e
analisar sua capacidade antioxidante.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacgao dos Extratos

As folhas e galhos finos de A. parviflora foram coletados na fazenda Experimental
Curaua - PEMATEC, localizada no municipio de Santarém-PA, no periodo chuvoso. O
material vegetal passou por um processo de secagem por 10 dias a temperatura ambiente e
moagem em moinho de facas com tela de 3 mm. Foram separados 300 g de folhas e galhos
separadamente, sendo macerados em etanol de cereais 92,8% a temperatura ambiente. A
extracao foi realizada por nove dias, renovando-se o solvente a cada 72 h (Silva, 2012).

O extrato etandlico foi rotaevaporado a 40°C para a retirada do solvente e assim foi
obtido o extrato bruto de folhas e galhos. 10,0 g do extrato bruto resultante foram dissolvidos
em etanol e agua na proporcdo 1:3 e submetidos a particdo liquido-liquido com os solventes,
hexano, diclorometano e acetato de etila. As fracBes obtidas foram colocadas em um
evaporador rotativo para a evaporacgdo dos solventes e a fracdo hidroalcodlica foi liofilizada.

2.2. Triagem Fitoquimica

Utilizou-se a metodologia de Matos (2009). Para cada procedimento realizado foram
preparadas solucdes dos extratos e particbes de folhas e galhos, diluindo-os em alcool etilico
(0,5 mg/mL). Na Tabela 1 estdo apresentadas substancias que possuem 0s constituintes
quimicos testados, as quais foram utilizadas como padrdo positivo nos ensaios qualitativos de
triagem fitoquimica.

Tabela 1 — Padr@es utilizados nos testes de triagem fitoquimica.

Metabodlitos Padrdes utilizados
Alcalbides Nicotina
Esterdides Vitamina D

Flavonoides Vinho tinto
Saponinas Babosa (Aloe vera)

Taninos Vinho tinto
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Alcaldides: Utilizou-se 3,00 mL de extrato etandlico em tubo de ensaio, acrescentou-se
trés gotas do reagente de Drangendorff para a observagao da presenca de precipitado.

Esteroides: Foi realizada a reacdo de Lieberman Burchard (anidrido acético + acido
sulfurico concentrado), tomando 3,00 mL do extrato e misturando-o a 2,00 mL de
cloroférmio. A solucéo foi filtrada gota a gota em um funil com algoddo coberto com alguns
decigramas de sulfato de sédio anidro. Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1,00 mL de
anidrido acético, agitando suavemente e acrescentaram-se trés gotas de H,SO, concentrado,
observando o desenvolvimento das cores, azul seguido de verde, para esteroides livres.

Flavondides: Foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e Mg),
onde adiciona-se a 3,00 mL do extrato, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita e 2,00
mL de é&cido cloridrico concentrado. O fim da reacdo é determinado pelo término de
efervescéncia e pode ser considerado positivo se houver o aparecimento da cor vermelha.

Além desse teste, apenas para as fracdes foi realizado o teste de alcalinizagdo utilizando
uma solucéo de NaOH a 2% adicionada gota a gota a 3,0 mL do extrato etan6lico em um tubo
de ensaio, até atingir um pH de 11, observando-se a mudanca de cor. O teste é utilizado para
identificar a presenca de flavonas, flavonois e xantonas, caso a cor encontrada pela adigdo da
base seja amarela, e flavondis, caso a cor varie de vermelho a laranja.

Saponinas: Foram misturados 2,00 mL de cloroférmio junto a 3,00 mL de extrato
etanolico e 5,00 mL de &gua destilada. Foi separada a fracdo aquosa e depois agitada,
observando-se a possivel formacdo de espuma.

Taninos: A 3,00 mL de extrato etandlico adicionaram-se trés gotas de FeCls, agitando-
se fortemente, e observando qualquer escurecimento da cor inicial.

2.3. Atividade Antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante, avaliou-se a capacidade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHs), de coloragdo plrpura que possui absorgao
méaxima em 517 nm. A partir do decréscimo da absorbancia determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres (Silva, 2012).

A solug¢ao de DPPHe foi preparada na concentragdo 0,06 M. A solucdo foi preparada no
mesmo dia da andlise e protegida da exposi¢cdo a luz. Para o preparo da solucédo inicial o
extrato foi solubilizado em metanol (1.280 mg/mL). A partir desta solucdo foram feitas
diluicdes sucessivas em progressao geométrica de razdo 0,5 até atingir uma concentracao de
5,0 pg/mL. Foram transferidos 50 pL de cada concentracdo, em triplicata, para tubos de
ensaio, sendo adicionados 1.950 pL da solucdo de DPPH. Apds 30 minutos de reacdo, foi
medida a absorbancia em um espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 517 nm. O
acido ascorbico foi utilizado como antioxidante padrdo, para fins de comparacdo. Para a
construcdo da curva padrdo foi utilizado o &cido ascorbico nas concentra¢bes de 200, 175,
150, 125, 100, 75, 50 e O pg/mL. O resultado foi expresso como porcentagem de inibicao de
DPPH- e, por meio de regressdo linear foi determinada a Concentragdo Eficiente a 50%
(CEso), concentracdo de amostra necessaria para o sequestro de 50% dos radicais livres (Silva
et al., 2007).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Triagem Fitoquimica

Os ensaios foram realizados inicialmente com os extratos brutos de folhas e galhos de
A. parviflora, em triplicata, sendo os resultados dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados dos testes de triagem fitoquimica de extratos etanolicos brutos de
folhas e galhos de Aniba parviflora.

Metabodlitos Folhas Galhos
Alcaldides - -
Esteroides - -
Flavonoides + +
Saponinas + +
Taninos + +

+ Presenca; - Auséncia.

Verificou-se a auséncia de alcaldides e esterdides nos extratos brutos de folhas e galhos
de A. parviflora. Portanto, nas fases particionadas foram realizados apenas os testes para
flavondides, saponinas e taninos (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados dos testes de triagem fitoquimica das fracdes particionadas de folhas e
galhos de Aniba parviflora.

Metabdlitos _Folhas _ _Galhos |
Hex Dic Ac Et Hid Hex Dic Ac Et Hid
Flavonoides + + + + + + + +
Saponinas + + + + + + n ¥
Taninos + + + + + + N N

Hex = hexano; Dic = diclorometano; Ac Et = acetato de etila; Hid = hidroalcodlica.

Para a obtencdo de resultados mais especificos do grupo dos flavondides, realizou-se
um teste com a adicdo de NaOH. As reacGes com NaOH sdo utilizadas para identificacdo de
fendis na triagem de grupos funcionais, e sendo os flavondides polifendis, estas reagdes
podem ser utilizadas. O mecanismo consiste na formacédo de fenoxidos (Sofiatti, 2009).

Identificou-se nos extratos de folhas de A. parviflora uma coloragéo entre vermelho e
laranja, descrito na literatura como positivo para a presenca de flavondis. Ja para as fracdes
obtidas de galhos, as solugcdes tornaram-se amarelas, indicando a possivel presenca de
xantonas, flavonas e flavondis. Isto indica que ambas as fragdes possuem flavonoides, no
entanto, possivelmente, com estruturas quimicas diferentes. Para a fase hidroalcoolica os
testes revelaram uma coloracgdo alaranjada, tanto para a fase obtida de folhas como de galhos.

O teste para saponinas foi considerado positivo, no entanto quando comparado com 0s
resultados obtidos dos extratos brutos de folhas e galhos, obteve-se menos espuma e esta
perdurou por menos tempo. Comparando-se apenas as fracOes, a fase acetato de etila
apresentou melhores resultados, indicando a preferéncia das saponinas presentes nos extratos,
por este solvente. As saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, com
caréater anfifilico (Schenkel et al., 2001), o que explica sua solubilidade em acetato de etila.
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Verificou-se também a presenca de taninos, ja que houve o escurecimento das solucdes
testadas, o que pode ser explicado j& que estes compostos sdo facilmente oxidaveis por
influencia de metais, 0 que ocasiona o escurecimento da solugdo (Mello e Santos, 2001). No
entanto, observou-se que a coloracdo adquirida foi sempre mais forte em extratos de folhas do
que de galhos. Estes resultados estdo de acordo com os observados por Silva et al. (2012).

O uso de testes quimicos qualitativos para conhecer a composi¢do quimica de extratos
vegetais € um metodo rapido e de baixo custo, que possibilita identificar as classes de
metabdlitos secundarios de interesse que estdo presentes nos extratos. Dessa forma, o estudo
fitoquimico de A. parviflora revelou a presenca de flavonodides, taninos e saponinas nos
extratos etandlicos e particoes.

As classes de metabdlitos encontrados em A. parviflora possuem potencial bioldgico
reconhecido. Os taninos sdo compostos fenolicos de grande interesse para a industria de
alimentos, pois possuem acdo contra micro-organismos, potencial anticarcinogénico e
atividade antioxidante (Monteiro et al., 2007). As saponinas, por sua vez, sdo uma classe de
compostos com ampla distribuicdo no reino vegetal, com potencial imunoadjuvante e
hemolitico j& reconhecidos (Mello e Santos, 2001). Da mesma forma, os flavonoides sdo
compostos aromaticos, com inimeras atividades biologicas descritas, entre elas o potencial
vasoprotetor, anti-inflamatdrio, antitumoral, e destacando-se principalmente o potencial
antioxidante (Souza et al., 2011).

3.2. Atividade Antioxidante

O é&cido ascorbico (vitamina C) foi utilizado como padrdo, pois segundo Duarte-
Almeida et al (2006), este composto possui excelente atividade antioxidante.

O extrato etandlico bruto das folhas mostrou uma percentagem de inibicdo diretamente
proporcional a concentracdo do extrato adicionado, até a concentracdo de 640 mg/mL, com
inibicdo de 81,16 = 1,30% (Figura 1A). Na Figura 1B pode-se observar a percentagem de
inibicdo do radical DPPH, que segue diretamente proporcional ao aumento da concentracédo
do extrato bruto de galhos, até a concentracdo 640 mg/mL, com inibi¢cdo de 91,85 + 0,1%.
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Figura 1 — Atividade antioxidante do extrato bruto de folhas (A) e de galhos (B) de Aniba
parviflora.
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O extrato etandlico bruto das folhas de A. parviflora apresentou uma atividade
antioxidante 3,24 vezes menos eficiente (CEsp= 367,4 pg/mL) do que o padrdo acido
ascorbico (CEsp=113,3 pg/mL) (Figura 2).

Fase hidroalcodlica
Fase Acetato
Fase Diclorometanica 3456,2

Fase Hexanica

Extrato Etandlico Bruto 366,9

Acido Ascérbico 113,3

0 1000 2000 3000 4000

Figura 2 — Concentracéo Eficiente (CEsp) do acido ascadrbico, extrato bruto de folhas e das
parti¢cdes de folhas de A. parviflora.

Foi verificado ainda que a maior parte das substncias responsaveis pela atividade
antioxidante apresentada nos extratos brutos de folhas foi separada nas fases acetato de etila e
hidroalcodlica, que possuem um carater mais polar quando comparado aos outros solventes
utilizados, apresentando CEsp = 377,5 ug/mL e CEso = 373,6 pg/mL respectivamente.

Uma vez que o ensaio utilizando o radical livre DPPH mede a capacidade das
substancias avaliadas em doar hidrogénio, quanto maior o nimero de hidroxilas presente nas
amostras, maior seu potencial antioxidante (Duarte-Almeida et al., 2006). O aumento do
namero de hidroxilas nas substancias também aumenta sua polaridade, e consequentemente,
essas substancias podem ser extraidas nas fases mais polares da particéo.

O extrato bruto etandlico de galhos apresentou uma atividade antioxidante 2,7 vezes
menos eficiente (CEsp = 309,6 ng/mL) que o padrdo (Figura 3). Os resultados sdo semelhantes
aos encontrados nas folhas, onde a amostra em acetato de etila apresentou CEsy = 449,4
pg/mL e a fase hidroalcodlica CEsy = 275,0 pg/mL. As fases hexano e diclorometano
apresentaram atividade apenas nas maiores concentracfes, sugerindo que as substancias
responsaveis pela atividade antioxidante dos galhos sdo similares aos das folhas, possuindo
um carater mais polar.

Fase Hidroalcodlica
Fase Acetato

Fase Diclorometénica
Fase Hexanica 8565,0

Extrato Etandlico Bruto

Acido Ascérbico
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Figura 3 — Concentragéo Eficiente (CEsp) do acido ascorbico, extrato bruto de galhos e das
partices de galhos de A. parviflora.
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Apesar de ndo ser possivel inferir com exatidao quais compostos sdo responsaveis pela
atividade antioxidante apresentada pelos extratos e particdes de A. parviflora, pode-se
relaciona-la a presenca de flavondides com grupos doadores de hidrogénio ou elétrons na sua
estrutura, verificada na triagem fitoquimica. Inimeras pesquisas relatam diferentes atividades
bioldgicas atribuidas para esta classe de compostos, entre as quais destacam-se como potentes
antioxidantes (Alves et al., 2007). Além disso, a possivel presenca de outros compostos
polares contendo grupos hidroxila na sua estrutura, sobretudo a classe de taninos, encontrado
na pesquisa fitoquimica, podem contribuir para a agéo antioxidante dos extratos, uma vez que
estes possuem propriedades supressoras de radicais peroxila reconhecidas (Auricchio et al.,
2007) .

Estudos sobre a atividade antioxidante de A. parviflora sdo escassos na literatura, mas
outras duas espécies deste género (A. rosaeodora e A. canelilla), quando avaliadas pelo
método do DPPH apresentaram bons resultados. Silva et al. (2007) encontraram atividade
antioxidante em extratos metanolicos de A. canelilla. J& no trabalho realizado por Silva
(2012), observou-se que os extratos etandlicos de A. canelilla apresentaram uma percentagem
de inibig&o do radical livre de 92,65% para folhas e 92,07% para galhos.

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados mostram que 0s extratos etandlicos das folhas e galhos de A.
parviflora possuem um bom potencial antioxidante que pode ser aproveitado na industria de
alimentos, farmacos e cosmeticos. As moléculas responsaveis por essa atividade podem ser 0s
taninos ou flavonoides, compostos com reconhecida acdo antioxidante.

Dessa forma, com este trabalho verificou-se o potencial do uso de metabodlitos de A.
parviflora para a obtencdo de novas moléculas antioxidantes, as quais possuem ampla
utilizacdo na inddstria.
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