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Resumo

Introducgdo: As substancias antioxidantes ocupam um lugar de destaque dentro das diferentes areas da
industria, é importante a realizacdo de pesquisa sistematizada desses compostos e de suas capacidades
de neutralizar agentes nocivos, como por exemplo, os radicais livres. A espécie Morinda citrifolia,
conhecida por noni, possui uma longa histéria de uso na medicina. Objetivo: rastrear a presencga de
substancias com capacidade antioxidante em diferentes extratos de M. citrifolia. Metodologia: As
sementes, raizes, caule e folhas foram secas em estufa de ar circulante e trituradas em moinho de facas
do tipo Willy, com excecdo da polpa. Os extratos foram obtidos através de extragdo sequencial com
solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e metanol) por maceragdo em mariotte. As
analises da capacidade antioxidante foram realizadas pela técnica TLC-DPPHe em duas etapas. Na
primeira etapa, realizou-se varredura para determinar quais dos extratos obtidos possuem capacidade
antioxidante por TLC-DPPHe.. Na segunda etapa, avaliaram-se 0s extratos ativos, e através do perfil
cromatografico identificou o Rf com atividade antioxidante. Resultados: Pela avaliacdo antioxidante por
TLC-DPPH-* na primeira etapa, observou-se que somente o spot do extrato em acetato de etila da semente
demonstrou melhor atividade antioxidante quando comparando aos padrées utilizados. Na segunda etapa,
somente o Rf=0,7 do extrato em acetato de etila apresentou a atividade antioxidante, comparado com 0s
padrdes. Conclusdo: O método TLC-DPPHe demonstrou ser um procedimento rapido e preciso na
separacao do extrato em aceito de etila da semente, o qual apresentou resultado positivo para a atividade
antioxidante, quando comparado com os demais extratos e o controle. - A abordagem mostrou
perspectivas de isolamento de substancias com propriedades antioxidantes.
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Abstract

Introduction: The antioxidant substances occupy a place of distinction inside the different areas of the
industry, when there is important the realization of systematized inquiry of these compounds and of his
capacities of neutralizing harmful agents, as for example, the free radicals. The sort Morinda citrifolia,
known for noni, has a long history of use as popular medicine. Objective: to look for substances with
antioxidant capacity in different extracts of M. citrifolia. Methodology: The seed, root, stem and leaf
were dry in stove of air circulating and ground in mill of knives of the type Willy, with the exception of
the pulp. The extracts were obtained through sequential extraction with solvents of growing polarity
(hexano, acetate of etila and metanol) by maceration in mariotte. The analyses of the antioxidant
capacity were carried out by the technician TLC-DPPH? in two stages. The first stage happened sweep
to determine which of the obtained extracts have antioxidant capacity for TLC-DPPH?®. The second stage
valued the active extracts, and through the profile chromatogram it identified the Rf with antioxidant
activity. Results: The antioxidant evaluation for TLC-DPPH « in the first stage pointed out to itself that
only the spotlight of the extract in acetate of etila of the seed demonstrate better antioxidant activity
when comparing to the used standards. In the second stage only the Rf=0,7 of the extract in acetate of
etila they presented the antioxidant activity, compared with the standards. Conclusions: The method
TLC-DPPH-" it demonstrated to be a fast and necessary procedure in the separation of the extract in
having accepted of etila of the seed, which presented positive result for the antioxidant activity, when
compared with the other extracts and the control, and the approach showed perspectives of isolation of
substances with antioxidant properties.

Keywords: Substances antioxidants; Screening; Noni.

Introducéo

Os produtos naturais tém um pape] importante utilizado como antiOXidante, nutracéutico e

em todo o mundo, seja na forma de alimentos,
cosméticos, inseticidas, defensivos agricolas e
principalmente como medicamentos®. A natureza é
uma fonte na descoberta de novas substancias de
caracteristicas  terapéutica, com uma enorme
diversidade quimica que é encontrada em milhdes de
espécies de plantas, animais, organismos marinhos e
microrganismos?.

Uma planta é uma verdadeira usina quimica que
pode produzir milhares de substancias, que sdo
responsaveis pela atividade terapéutica®. A procura de
produtos naturais pode ser rapidamente submetida a
métodos de varredura, 0s quais sdo constituidos de
diversas misturas de compostos, assim separando o
composto ativo dos demais®.

Recentemente, a presenca de radicais livres tem
sido relacionada com um grande nimero de doengas,
mas ndo como agentes etioldgicos, e sim, como fatores
que participam diretamente dos mecanismos
fisiopatolégicos®. Diante disso, os antioxidantes sdo
substancias  que, em uma  concentragdo
consideravelmente menor que a do substrato oxidavel
retardam o estresse oxidativo, diminuindo a
velocidade da reagdo ou prolongando o seu periodo de
indugdo6. Dentre as principais substancias com
atividade antioxidante derivadas de plantas destacam-
se 0 4cido ascorbico (Vitamina C) e a quercetina que é
amplamente
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cosmecéutico’.

Dentre os métodos cromatograficos propostos,
destaca-se Thin-Layer Chromatography (TLC), uma
técnica analitica de adsorcdo liquido-solido que separa
pela diferenca de afinidade do solvente utilizado (fase
movel), os componentes de um extrato pela fase
estacionaria de silica gel8. E simples e de execugéo
relativamente répida, utilizada em quimica de
produtos naturais como uma ferramenta eficaz de
andlise qualitativa e quantitativa para avaliacdo da
pureza de uma amostra simples®, avaliagdo do niimero
de componentes de uma mistura, identificacdo de uma
ou mais substdncias presentes em uma mistura por
comparacdo com padrbes e monitoramento do
progresso de uma reagéo quimica?®.

Nos ensaios in vitro, destaca-se o método DPPHe que
indica a atividade antioxidante de extratos ou
substancias isoladasll. A molécula de DPPHe ¢
caracterizada como um radical livre estdvel em virtude
da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda
a molécula, conferindo a esta molécula uma coloracéo
violeta'?. A realizagdo do método ocorre na medida em
gue a capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPHe reduz a
hidrazina obtendo dessa forma a mudanca simultanea
na coloragio de violeta para amarelado®.
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Os atributos relacionados a uma determinada
planta sdo divulgados periodicamente, e nesse
contexto, a espécie originaria do sudoeste da Asia,
Morinda citrifolia Linn (Rubiaceae), popularmente
conhecido por noni, tem ganhado espaco devido as
atividades bioldgicas encontradas: antioxidante, anti-
inflamatdria, analgésica, antibacteriana e antitumoral,
etc. 14, 15_

Estudos detalhados acerca do isolamento de
compostos fixos da planta ja estdo bastante avangados,
cerca de 200 substancias ja foram isoladas16. Dentre
as diferentes atividades bioldgicas encontradas na
espécie, a fruta possui estudo, e nela foi encontrada a
atividade antioxidante'” %8, O cultivo e o consumo tém
se expandido rapidamente em todas as regides
brasileiras, ndo apenas por ser uma rica fonte de
nutrientes, mas principalmente, devido as diversas
propriedades a ela atribuida e & sua facilidade de
adaptacio'® %,

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo
buscar substancias com o potencial antioxidante em
diferentes tipos de extratos do M. citrifolia através do
método TLC-DPPH-

Metodologia

Obtencdo dos extratos organicos

As sementes, raizes, caules, folhas e frutos M.
citrifolia foram coletados no més de julho de 2015, na
cidade de Coari, Amazonas. A identificacdo cientifica
foi realizada por botanicos do Instituto de Salde e
Biotecnologia. Os materiais coletados foram
desidratados em estufa de ar circulante a 40°C, por
48h, e, em seguida, triturados em moinho de facas até
a obtencdo de um po.

A extracdo ocorreu por maceragdo em mariotte,
submetendo 250g do p6 de cada parte da planta a 700
mL de solventes de diferentes polaridades.
Inicialmente macerou-se a amostra com hexano
fazendo agitaces manuais durante quatro dias.
Utilizou-se novamente o residuo resultante e cobriu-o
com o solvente acetato de etila, repetindo o processo
por mais quatro dias. Ressuspendeu novamente o
residuo com &lcool metilico por mais quatro dias. Cada
filtrado foi levado ao rotaevaporador para a eliminagédo
total do solvente utilizado, obtendo-se extratos em
hexano, extratos em acetato de etila e extratos
metandlicos da semente, raiz, caule folha e fruto,
ambos foram mantidos em dessecador.
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Ensaios da atividade antioxidante por TLC-DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante dos
extratos foi realizada em duas etapas, a primeira
consistiu no screening dos extratos com capacidade
antioxidante, os que apresentaram resultados positivos
foram selecionados para a segunda etapa, que consistiu
na identificacdo do fator de retencdo (Rf) com
atividade  antioxidante, através do  perfil
cromatografico.

Na primeira etapa do ensaio antioxidante, as
solucbes dos extratos foram preparadas na
concentracdo 0,5 mg/mL, 2,5 mg/mL e 10 mg/mL. A
solucdo padrdo, usada como controle positivo, foi a
solugdo de quercetina e acido ascérbico, ambos
solubilizados com 0,4 mg/mL de metanol. Para o
controle negativo, foram utilizados os solventes de
solubilizagdo. O revelador de substancias antioxidante
foi adquirido através da solu¢do de DPPHe (Sigma-
Aldrich), na concentracdo 0,5 mg/mL (0,05%).

Na placa cromatografica de silica gel 60 foram
aplicados, em formato de spots no centro de cada
guadrado esquematizado na cromatoplaca, 10 puL dos
diferentes extratos e controles. Apos a total
evaporacdo do solvente, a mesma foi revelada com
solucdo metandlica de DPPHe. Esperou-se a
visualizagdo dos spots que apresentasse 0
aparecimento de manchas amarelas sobre o fundo
roxo, indicativo da atividade antioxidante??.

Preparou-se na segunda etapa, a determinacéo do
perfil cromatogréafico dos extratos ativos. Para tanto,
foram aplicados 5 pL do extrato com o auxilio de um
capilar de vidro em formato de banda na placa
cromatografica recortavel (10x5 cm)*?2, Foram
usadas placas cromatogréaficas de fase normal de silica
gel 60 (0,20 mm) e placas cromatograficas de fase
reversa de silica gel C18 (0,15 mm) ambas com
indicador de fluorescéncia UV254 e em aluminio DC-
Fertigfolien ALUGRAM® da MACHEREY-NAGEL
(20X20 cm)

Determinou-se a série eluotrépica dos solventes,
estabelecendo-se a seguinte ordem da polaridade:
cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, metanol,
acido férmico e &cido acético. Todos os sistemas de
solventes preparados foram adicionados a cuba
cromatografica e saturados por 5 minutos a
temperatura ambiente®?2,

Apos a eluigdo, as placas foram secas a capela e
para a visualizacdo da separagdo das substancias,
utilizou-se o revelador fisico com exposi¢ao na cdmera
UV (luz 365 nm) e reveladores quimicos: solugdo
NP/PEG sobre luz UV (365 nm) como revelador
especifico de flavonoides e a solucéo de cloreto férrico
(FeCls) como revelador especifico para substancias
fendlicas. A solucdo de DPPH foi usada para revelar
as bandas com substdncias antioxidantes e
posteriormente, foi calculado o fator de retencéo (Rf)
através do equipamento de HPTLC (CAMAG).
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Resultados

A atividade antioxidante pelo método TLC-
DPPHe ¢ observada pela presengca de manchas
amarelo-esbranquicadas resultantes da reducdo do
radical DPPHe, sobre fundo roxo, da mesma forma que
0s apresentados pelos padrdes. O screening por TLC-
DPPHe dos extratos de diferentes polaridades
mostrara-se ativo na concentracdo de 0,5 mg/mL 21.

N&o foi possivel investigar a existéncia de atividade
nos extratos em hexano e acetato de etila da raiz,
extrato acetato de etila do caule e extratos hexanico e
acetato de etila da folha, devido a coloragdo
apresentada, a partir dessa problematica nao foi
possivel encontrar trabalhos cientificos na literatura
sobre a técnica TLC-DPPHe para embasar-se nas
caracteristicas encontradas, os quais podem justificar
a atividade antioxidante ou ndo. Porém, o resultado
negativo dos extratos pode estar vinculado com o uso
da concentracéo testada e/ou com a forte intensidade
de pigmentagdo nos extratos12.

Foi verificada atividade antioxidante nos trés
tipos de extratos da semente. Nos extratos das raizes,
somente o0 extrato metandlico aparentou ser ativo23.
Nos extratos do caule, somente os extratos em hexano
e metanol apresentaram atividade23. Nos extratos das
folhas, apenas o extrato em metanol mostrou-se ter
atividade24.

Em relacdo aos extratos da polpa, todos
obtiveram resultados positivos25, porém, cabe
ressaltar que os extratos citados se mostraram ativos,
porém com baixa atividade. Entretanto, criou-se o
critério de sele¢do dos extratos ativos por meio dos
resultados obtidos e também pela comparacéo com os
padrdes, e a partir disso, selecionou-se para a segunda
etapa somente o extrato em acetato de etila da semente
(EAS), devido a atividade antioxidante expressiva e
interessante quando comparada com os padrdes,
conforme mostrado na figura 1.

Semente Raiz

Extratos
Hexanicos

Extratos em
Acetato de
etila

Extratos
Metanolicos

Caule

Folha Polpa Controles

FIGURA 1 - Cromatograma com os extratos e controles revelado com solu¢do de DPPHe

A placa cromatografica de silica gel 60 de fase
normal apresentou melhor separacdo das substancias
do extrato em acetato de etila da semente. No total
foram testados dez sistemas cromatograficos
diferentes. Como o extrato é de média polaridade, foi
iniciado com solventes que também apresentam a
polaridade citada. Ndo foram testados sistemas menos
polares porque todas as substancias permaneciam
retidas a parte inferior da placa. Observou-se que 0
sistema utilizado na separacdo dos componentes do
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extrato foi cloroférmio: metanol (8:2) mais uma gota
de 4cido formico.

O cromatograma em acetato de etila da semente
revelada com FeCl; ndo indicou o aparecimento de
substancias fendlicas, devido a este revelar o
aparecimento de manchas marrons sob fundo de
coloracdo  laranja, demostrando que  essas
caracteristicas ndo foram observadas na placa.

O cromatograma do acetato de etila da semente
ndo revelou substancias fluorescentes alaranjados
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quando reveladas com NP-PEG no UV (365 nm),
como observadas no padrdo (quercetina). Esse
comportamento é préprio dos flavonoides, e comprova
que o extrato ndo apresentou resultado positivo para
flavonoides.

As substancias fendlicas sdo responsaveis, na
maioria das vezes, pela atividade antioxidante, e
assim, a atividade antioxidante frente ao radical
DPPHe do extrato em acetato de etila da semente,
deve-se aos compostos de natureza nao fenolica, o que
pode estar relacionado com a presenca de outra classe
de metabdlito secundario?®. A atividade antioxidante
da semente de M. citrifolia estd relacionada a
substancia isolada Americanina A, pertencente a
classe de lignanas.

Discussoes

H& vérios métodos e técnicas analiticas para
identificacdo de substancias, os quais sdo escolhidos
avaliando desde os fatores referentes a substancia
(propriedades quimicas, fisicas e biolégicas) como
também do método (disponibilidade, simplicidade,
viabilidade financeira)?2.

Em relacdo a capacidade antioxidante encontrada
nos extratos metandlicos das raizes e das folhas e todos
0s extratos da polpa apresentaram atividade,
corroborando com a literatura citada 23 2425,

Em ensaio quantitativo da avaliagdo antioxidante
foi possivel verificar através do sequestro do radical
livre DPPHe por leitura de absorbancia produzida pelo
espectrofotdbmetro, que a fracdo acetato de etila do
extrato etanolico da semente de M. citrifolia,
apresentou maior atividade antioxidante (IC50 de
48,15 mg/L) ao contrario das demais partes como
folha e polpa, que apresentaram baixa atividade
quando comparadas com o controle®.

O método TLC-DPPH permitiu verificar que as
substancias presentes no extrato em aceto de etila da
semente apresentaram atividade antioxidante, ja que

Declaracao de conflitos de interesses

Os autores do artigo afirmam que ndo houve
nenhuma situacdo de conflito de interesse, tais como
propostas de financiamento, emissdo de pareceres,
promoc6es ou participagdo em comités consultivos ou
diretivos, entre outras, que pudessem influenciar no
desenvolvimento do trabalho.
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uma mancha amarela, indicativa de inibi¢do oxidativa
formou-se na regido do cromatograma no qual se
encontra a substancia responsavel pela mesma?,
enquanto que nas demais partes do cromatograma,
demostrou-se a ndo existéncia de substancias
antioxidantes, devido a coloracdo permanecerem
roxo%,

A atividade antioxidante do extrato etandlico das
sementes de M citrifolia destacou essa parte da planta
com maior atividade de sequestrar os radicais livres,
com o valor de ICsp 12 mg/L?.

Conclusao

O presente trabalho demostrou que todos os
orgdos da espécie M. citrifolia estudados apresentaram
potencial quanto a atividade antioxidante porém, a
semente destacou-se como a parte que melhor
apresentou atividade.

O perfil cromatografico por TLC-DPPHe do
extrato em acetato de etila da semente demostrou que
a substancia com Rf 0,7 foi a Unica que apresentou
atividade antioxidante, evidenciando que, futuros
trabalhos possam utilizar o procedimento na
purificacéo e isolamento da substancia identificada e
assim testa-la quantitativamente em comparagdo com
0s antioxidantes sintéticos existentes. A técnica TLC-
DPPH+ mostrou-se ser o procedimento analitico
rapido, simples, de baixo custo, com boa
reprodutibilidade dos resultados e auxiliou
preliminarmente na separacdo de diferentes extratos e
na identificacdo de substancias bioativas.

Por meio da pesquisa deste trabalho foi possivel
enriquecer a literatura na descoberta de dados sobre a
atividade antioxidante dos 6rgdos, uma vez que esta é
carente de informagdes relevantes sobre demais
6rgdos (semente, raiz, caule e folha), exceto o fruto.
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