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Resumo: O objetivo deste estudo foi investigar as principais classes de compostos quimicos
bem como avaliar, in vitro, a atividade antioxidante do extrato bruto das folhas de Genipa
americana. Para tanto, as folhas foram submetidas a extracdo a frio, utilizando etanol
comercial, para obtencdo do extrato bruto que foi submetido a analise Fitoquimica para
identificacdo de fendis, flavonoides, taninos, alcaloides, triterpenos e esteroides. A
determinacéo da atividade antioxidante do extrato etandlico foi realizada qualitativamente por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), e in vitro, pelo método de captura do radical DPPH
e o indice de varredura (%IV) foi calculado utilizando o programa estatistico GraphPad Prism. A
prospeccdo Fitoquimica do extrato bruto revelou a presenca de compostos fendlicos,
flavonoides, taninos e alcaloides. A determinacdo qualitativa por CCD sugeriu a presenca de
compostos com atividade antioxidante. O extrato bruto demonstrou baixa atividade antioxidante
se comparado ao padrdo quercetina. Conclui-se que o extrato bruto das folhas de Genipa
americana apresenta compostos com potencial antioxidante.
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Abstract: The objective of this study was to investigate the main classes of chemical
compounds as well as to evaluate, in vitro, the antioxidant activity of the raw extract of Genipa
americana leaves. The leaves were submitted to cold extraction, using commercial ethanol, to
obtain the crude extract that was submitted to Phytochemical analysis to identify phenols,
flavonoids, tannins, alkaloids, triterpenes and steroids. The determination of the antioxidant
activity of the ethanolic extract was performed qualitatively by Thin Layer Chromatography
(CCD), and in vitro by the DPPH radical capture method and the scanning index (% V) was
calculated using the GraphPad Prism statistical program. The Phytochemical prospecting of the
crude extract revealed the presence of phenolic compounds, flavonoids, tannins and alkaloids.
The qualitative determination by CCD suggested the presence of compounds with antioxidant
activity. The crude extract showed low antioxidant activity when compared to the quercetin
standard. It is concluded that the raw extract of the leaves of Genipa americana presents
compounds with antioxidant potential.

Keywords: Genipa americana. Phytochemical. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A Genipa americana (Rubiaceae) conhecida popularmente como
“Jenipapeiro”, € originaria da América Tropical, amplamente distribuida no
Brasil, sendo registrado em varios Estados, como Amazonas, Bahia, Cear4,
Goias, Mato Grosso e Distrito Federal (CARVALHO, 2003), principalmente em
macicos florestais situados nas varzeas Umidas. Sua arvore caracteriza-se por
caule reto, copa grande e arredondada com ramos numerosos e fortes, de
casca lisa e espessa (CORREA, 1984; ESTRELLA, 1995).

Dados quimiotaxondmicos caracterizam esta espécie pela presenca de
compostos terpénicos como genipacetal, genipamida, e genipaol; manitol,
taninos, metil-éteres, hidantoina, acidos tanicos, iridoides, antraquinonas e
alcaloides (REVILLA, 2001; CRONQUIST, 1981; ONO et al., 2007; SOUZA et
al., 2013).

Popularmente, a espécie vegetal (cascas, folhas e frutos) tem sido
bastante utilizada para o tratamento e/ou cura de diabetes (BESSA et al.,
2013), doencas do figado (AGRA et al., 2008) e febre (DELPRETE; SMITH;
KLEINI, 2005). Cientificamente, estudos tém demonstrado que a espécie em
estudo tem efeito anti-inflamatorio, adstringente, antianémica, propriedades
tonicas e feridas escorbulticas (CORREA, 1984; DELPRETE et al., 2005;
VIEIRA, 2006; SOUZA et al., 2013).

Apesar da diversidade de informacdes presentes na literatura sobre a
espécie, poucos estudos utilizando esta espécie vegetal tém sido
desenvolvidos sobre a atividade antioxidante. Os antioxidantes sdo moléculas

capazes de inibir a acdo oxidante de espécies reativas de oxigénio (ROS).

A acdo oxidante das ROS esta entre as casualidades mais recorrentes
no que diz respeito ao aparecimento de doencas como o cancer, diabetes,
doenca de Parkinson e de Alzheimer (GODON et al.,, 1998; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Com isso, tem crescido o interesse de estudos com o

foco nos compostos de origem vegetal que tem potencial antioxidante,
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justificado pela baixa possibilidade de toxicidade destas espécies, alto potencial

farmacoldgico, diversidade de ocorréncia e ainda o baixo custo.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo investigar as
principais classes de compostos quimicos, bem como avaliar, in vitro, a

atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de Genipa americana.

2 METODOLOGIA

2.1 Extracdo dos compostos fendlicos das folhas de Genipa americana

Para a obtenc&o do extrato bruto foi utilizado a metodologia descrita por
Turnes et al., (2014, p.464), com adaptacdes. As folhas de Genipa americana
foram coletadas no Distrito de Custddio/Quixada-CE, lavadas com &agua
destilada e secadas a temperatura ambiente. Cerca 200g do material vegetal
foi imerso em etanol comercial (1:10, p/v) e macerado durante 15 dias a
temperatura ambiente. Apds este periodo quinzenal, o extrato foi mantido em
banho-maria (60 + 2°C) para evaporacdo total do solvente e obtencdo do

extrato etandlico.

2.2 Caracterizacéao fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Genipa

americana

Para a realizacdo dos testes fitoquimicos, 100mg do extrato sao

adicionados em 100mL de solucéo hidroalcodlica (etanol com 30% de agua).

Para a determinacdo de fendis totais e taninos, foi utilizado o reagente
de cloreto férrico (FeClI3) (9g de FeCI3 em 50 mL de &gua e 2 mL de HCL 3M,
completando com A&lcool etilico até 100 mL) (FOLIN-CIOCALTEU, 1927).
Foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de FeCI3 em um tubo de
ensaio contendo a solugéo hidroalcodlica da amostra. Qualquer variacéo de cor
ou formacao de precipitado abundante escuro indica teste positivo. O teste em
branco utilizado foi somente &gua e solugdo alcodlica de FeCI3 . O
aparecimento de coloragdo variavel entre o azul e vermelho é indicativa da
presenga de fendis, quando o teste “branco” for negativo. A formagédo de

precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos
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(hidrolisaveis) e de tonalidade verde, a presenca de taninos flabofénicos

(condensados ou catéquicos).

A determinacédo de esteroides e triterpenos foram baseadas no teste de
Liberman Buchard. No béquer, contendo a solucédo hidroalcodlica da amostra
evaporada foi adicionado entre 1-2 mL de cloroférmio e 1 mL de anidrido
aceético, agitando suavemente, e cuidadosamente, acrescentam-se 3 gotas de
acido sulfurico concentrado. O aparecimento de coloracdo azul evanescente
seguida de verde permanente € indicativo da presenca de esteroides livres. A

coloracdo parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.

Para a Determinacdo de Alcaloides a amostra foi dissolvida em HCI 0,1
M e dividida em trés tubos de ensaio. A cada tubo foi adicionado
respectivamente, trés gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides:
“‘Hager’, “Mayer” e “Dragendorff’, observando a formacédo de precipitado
caracteristico. Precipitado floculoso, pesado em pelo menos um dos tubos, é

indicativo de alcaloides.
2.3 Analise qualitativa de atividade antioxidante

O extrato bruto foi analisado por Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) usando rutina como padréo positivo de comparacao. A placa foi eluida
em CHCIs/MeOH (9:1) e CHCIs/MeOH/H20 (65:30:5) e, apdés secagem, foi
nebulizada com solucéo a 0,4 mmol/L do radical DPPH emMeOH?21, A placa foi
observada até o aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloracao

parpura, indicativo de possivel atividade antioxidante (SOUSA et. al., 2007).

2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de

Genipa americana

A Atividade Antioxidante foi determinada utilizando o 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil (DPPH) como descrito por BRAND-WILIAMS (1995). Em um tubo
de ensaio, colocou-se 3,9 mL de uma solugdo metandlica de radical livie DPPH
6,5x10-5M, em seguida foi adicionado ao tubo 0,1 mL de solu¢cdo metandlica

da amostra do extrato testado. Os extratos foram testados nas concentracdes
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de 10.000, 5.000, 1.000, 500, 100, 50, 10 e 5 ppm. O ensaio foi realizado em

triplicata.

As absorbancias foram determinadas apds 60 minutos de incubacao
na auséncia de luz a temperatura ambiente, em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 515 nm e utilizada para calcular o indice varredor da
amostra em percentual (IV%). O IV equivale a quantidade necessaria de
amostra para inibir o radical livre DPPH. Os valores de IV encontrado foram
aplicados no programa estatistico GraphPad Prism versdo 5.0 para o calculo
da concentracao que inibe 50% dos radicais livres da solugao (ICso). Usou-se a

guercetina como padrédo na mesma concentracao do extrato.
2.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + Erro Padrao da Média
(EPM) e o nivel de significancia avaliado por analise de variancia (ANOVA)
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo dos compostos fendlicos das folhas de Genipa americana

O processo de extracdo etandlica resultou em um rendimento de 2%, o
que equivale a 4 g do material utilizado, inicialmente, para a obtencdo do
extrato (Tabela 1). Apesar do baixo rendimento obtido, esta metodologia de
extracdo € amplamente aplicada em estudos ja descritos na literatura. Isso esta
ligado ao baixo custo do processo frente a outros que sdo utilizados com a

mesma finalidade.

Tabela 1 — Rendimento do extrato etandlico obtido das folhas de Genipa americana

Parte da planta Peso de material Rendimento do extrato
vegetal (g)
) (%)
Folhas 200 g 4 2
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Fonte: Proprio autor

No entanto, o estudo de SOUZA et al., (2015) utilizou uma metodologia
semelhante, e foram obtidos rendimentos superiores para as fracdes do extrato
bruto de Inga edulis (FI 11,6 g e Fll 148,1 g). As espécies vegetais apresentam
variacbes sazonais que podem influenciar diretamente nos resultados dos
estudos que utilizam espécies vegetais (HARBORNE, 1994; BORELLA et al.,
2001). Além disso, a diferenca de rendimento pode esta relacionado a fatores

como volume de material vegetal utilizado, solvente utilizado e dia de coleta.

3.2 Caracterizacao fitoquimica do extrato etandlico das folhas Genipa

americana

O extrato demonstrou a presenca de compostos fendlicos, flavonoides,
taninos e alcaloides. No entanto, nado foi verificado neste estudo a presenta de
compostos do tipo esteroides e triterpenoides. A composi¢cdo quimica dos
compostos vegetais é dependente de diversos fatores, como as caracteristicas
fisico-quimicas de solo, metodologia de extracdo, caracteristicas fenologicas,
variacdes fisiolégicas sazonais e ainda varia¢fes climaticas anuais (CORREA
JUNIOR et al., 2006) (Tabela 2).

Em um estudo diferente, MADEIRA (2014) avaliou a composicao
quimica do extrato polissacaridico das folhas de G. americana, e foi verificada
a presenca predominante de compostos do tipo carboidratos, acido urénico e
proteinas totais. Além disso, a analise quantitativa da composicao
monossacaridica por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS) demonstrou a presenca de compostos do tipo arabinose e
galactose. Esses resultados demonstram a alta complexidade e variedade

guimica dos compostos presentes nas folhas de Genipa americana.

Diferente destes resultados, o estudo de REZENDE (2010), utilizou a
polpa dos frutos de G. americana para caracterizagao e avaliacdo do potencial
de bioatividade e atividade antioxidante. O isolamento e identificagdo estrutural

demonstrou a presenc¢a de uma mistura de acido cinamico e acido octanoico na
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polpa dos frutos de G. americana. Essa mistura era composta de [3-sitosterol e

estigmasterol, do acido octanoico, do acido cinamico e da escopoletina.

A presenca de compostos fendlicos e flavonoides, principalmente, séo
importantes indicativos da presenca de atividade antioxidante (CHEN, XIE, NIE,
LI, & WANG, 2008; QIAO et al.,, 2009). A atividade antioxidante de vegetais
esta diretamente relacionada com a presencga de compostos polifendlicos. Nos
estudos de MORAES-DE-SOUZA et al., (2008) e SILVA et al., (2016) foram
obtidos resultados semelhantes, onde foi verificado a presenca predominante

de compostos fendlicos, taninos e alcaloides.

Tabela 2 — Caracterizacao fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Genipa americana

Classes de metabolitos

G. americana

Fendis Flavonoides Taninos Alcaloides Esteroides Triterpenoides

Folhas + + + + - -

Presente (+); Ausente (-)
Fonte: Préprio autor
3.3 Andlise gualitativa e efeito antioxidante do extrato etandlico das folhas

de Genipa americana sobre a atividade antioxidante

A avaliacdo preliminar qualitativa do extrato bruto por CCD em gel de
silica, revelada com solucdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH, sugeriu
a existéncia de substdncias com atividade antioxidante, evidenciada na
cromatoplaca pela presenca de manchas amarelas sobre fundo purpuro,

resultantes da reducéao do radical DPPH.

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH de
acordo com o descrito por BRAND-WILIAMS (1995). O método baseia-se na
reducdo da molécula do radical livre DPPH. ApOs o célculo do indice de
varredura em percentagem (IV%), os resultados foram aplicados ao Programa
Microsoft Excel versdo 2010, e foi determinada a concentragdo que inibe

cinquenta por cento do radical livre DPPH (ICso).
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Dentre as diversas classes de compostos antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fenolicos tem recebido muita atencdo nos ultimos anos.
O interesse em estudos sobre a atividade antioxidante, relacionados aos
compostos fendlicos e flavonoides, estd ligado a estrutura quimica e a
capacidade redutora destas moléculas de origem vegetal (AYRES; CHAVES,

2010).

Estas caracteristicas tem papel importante na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, com
mecanismo de acgdo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacado do
processo oxidativo. Os compostos intermediarios formados pela ag¢do dos
antioxidantes séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (SOUSA et al.,, 2007;
ROESLER et al., 2007).

Além disso, € sabido que as espécies reativas de oxigénio sé&o
extensivamente prejudiciais a saude humana, que podem gerar doencas
degenerativas, envelhecimento precoce e morte celular (ALVES et al., 2007,
NEVES et al., 2008).

Diferentes autores vém empregando o mesmo método para avaliacdo da
capacidade antioxidante de espécies vegetais, tendo-se observado resultados
semelhantes e significativos (LIMA et al.,, 2006; SOUSA et al., 2007,
ROESLER et al.,, 2007; IHA et al., 2008; NUNES et al., 2008; AYRES;
CHAVES, 2010).

A partir dos resultados obtidos, onde o ICso foi 896,47 ug/mL, € possivel
determinar que o extrato etandlico das folhas de G. americana demonstrou
baixa atividade antioxidante se comparado ao padrdo quercetina (ICso de 62,7
pg/mL). Esse resultado pode estar relacionado com a presenca em baixas
quantidades, dos compostos fendlicos e flavonoides no extrato utilizado neste
estudo. Além disso, a baixa atividade antioxidante pode esta relacionada com a
interferéncia de outros compostos presentes na amostra vegetal que nao foram

identificados.
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Esse resultado é semelhante ao obtido por REZENDE (2010) na
avaliacdo da escopoletina isolada da G. americana. Quando avaliada no teste
de sequestro do radical livre DPPD e no Método da inibicdo da auto-oxidacéo
do B-caroteno, em diferentes concentracdes (25, 50, 100 e 200 pg/mL), a
substancia apresentou baixa atividade quando comparada ao padrdo acido
galico nas mesmas concentracdes. No entanto, a capacidade antioxidante
avaliada neste estudo nao utilizou compostos isolados, mas o0 extrato, o que
influéncia a necessidade de novos estudos para investigacdo mais especifica

do potencial antioxidante da espécie vegetal G. americana.

No entanto, estes resultados sao inferiores aos obtidos no estudo de
ROESLER et al., (2007), que avaliou a capacidade de sequestrar radicais livres
(DPPH) de frutas tipicas do cerrado. O extrato etandlico das cascas e
sementes de Annona crassiflora (araticum) (30,97 e 49,18 mg/mL™?), do extrato
etandlico e aquoso de casca de Caryocar brasilense (pequi) (9,44 e 17,98
mg/mL?1) e extrato etandlico das sementes de Eugenia dysenterica (cagaita)

(14,15 mg.mL?), respectivamente.

As diferentes partes das espécies vegetais como cascas, folhas, frutos e
sementes, utilizadas para avaliar a capacidade de sequestrar radicais livres
podem influenciar diretamente nos resultados. Pois, 0s compostos com
potencial antioxidante podem ser encontrados em diferentes concentracdes

nas diferentes partes vegetais.

Tabela 2 — Efeito antioxidante do extrato etandlico das folhas de Genipa americana, pelo
método DPPH

ICs0 (Ug/mL)
Extrato Equacédo da Reta R? (Média + Desvio Atividade
Padrao) Antioxidante
Quercetina y =0,513x + 17,76 0,988 62,7 + 0,03 Alto efeito
Folhas y =0,0884x — 29,248  0,9531 896,47+23,4 Baixo efeito

Fonte: Proprio autor
4 CONSIDERAQ@ES FINAIS
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O extrato bruto demonstrou bom rendimento, sendo constituido de
compostos de alto potencial biolégico, como fendis, flavonoides, taninos e
alcaloides. No entanto, o extrato bruto demonstrou baixa atividade antioxidante.
Sugere-se que 0s compostos quimicos sejam isolados e caracterizados para
determinacdo do mecanismo de acdo destas moléculas frente a atividade

antioxidante.
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