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Resumo: Bellucia dichotoma Cogn., conhecida como Goiaba-de-anta, é largamente utilizada na medicina
popular como antiofidica. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo quimica e avaliar a
capacidade antioxidante de extratos do fruto dessa espécie. A metodologia consistiu no preparo dos extratos
dos frutos em hexano e metanol por meio de técnicas de maceragéo. Foi realizado a prospeccéo fitoquimica
qualitativa, caracterizacio Cromatogrifica em Camada Delgada (CCD) e avaliagio da atividade
antioxidante qualitativa. A CCD utilizando como eluente, hexano e acetato de etila (7:3) para substancias
apolares, e cloroférmio e metanol (9:1) para polares, possibilitou a separacdo de substancias reveladas com
luz UV 254nm e 366nm e por vanilina sulfirica, além de obter os valores dos Fatores de Retencéo (RFs). Na
andlise da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH, observou-se resultado positivo para o extrato
em metanol. Por meio da prospeccdo fitoquimica no extrato polar, foram detectados metabdlicos
secunddrios como antocianidinas, chalconas, leucoantocianidinas e catequinas. Os resultados obtidos
demonstram que o fruto apresenta potencial terapéutico e antioxidante estimulando pesquisas futuras para
a quantificacio dos constituintes quimicos e do aprofundamento das andlises bioldgicas.

Palavras chave: Goiaba-de-anta, frutos amazonicos, CCD.

Phytochemical characterization and antioxidant activity of Bellucia dichotoman Cogn.

Abstract: Bellucia dichotoma is popularly knownledge as Goiaba-de-anta and has been used by folk
medicine as antiophidic pharm. This work aims to carry out the chemical characterization and to evaluate
antioxidant capacity of crude extracts of this fruit. The methodology was realized using maceration
techniques to extract. Phytochemical prospecting, thin layer chromatographic characterization (TLC) and
qualitative antioxidant activity were performed. Thin Layer Chromatography using different elution
solvents as eluent, hexane and ethyl acetate (7:3) for nonpolar substances, and chloroform and methanol
(9: 1) for polar, allowed the separation of substances revealed with UV light 254nm and 366nm and by
sulfuric vanillin and Retention Factors (RFs) were obtained. In antioxidant activity analysis with free
radical DPPH, a positive result was observed for the extract in methanol. Through phytochemical
prospecting, secondary metabolic agents such as anthocyanidins, chalcones, leucoanthocyanidins and
catechins were detected. Results indicates that the fruit has great nutritional and therapeutic potential,
stimulating future research for quantification of chemical constituents and a deeper understanding of
biological activity.

Key words: Tapir guava, amazon fruit, TLC.
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Fitoquimica e atividade antioxidante de Bellucia dichotoma

Introducéo

A regido Amazonica destaca-se pela quantidade de frutas nativas e exdticas consideradas
ricas em substancias bioativas comumente associadas a beneficios para a satide (Barreto et al
2009; Rabelo 2012). Entre essas frutas, tem-se a espécie Bellucia dichotoma Cogn., pertencente a
familia Melastomataceae Juss e conhecida popularmente na Amazo6nia como goiaba-de-anta,
araci-de-anta e goiaba-de-anta-branca. E um fruto nativo da regido Amazonica, com distribuigdo
nos estados do Acre, Amap4d, Amazonas, Pard, Rondénia e Roraima (Cavalcante 1991).

Trata-se uma espécie neotropical e de ampla ocorréncia na Amazoénia, podendo ser
encontrada em florestas de capoeiras, florestas de bordas, pastagens e margens de estradas e
ramais. Os frutos sdo comestiveis e muitos abundantes, no entanto pouco utilizados pelas
populacgoes, sendo classificada como Planta Alimenticia ndo Convencional (PANC) (Kinupp &
Lorenzi 2014). Por outro lado, sdo amplamente consumidos por animais silvestres, o que faz jus a
nomenclatura popular. Além da anta, animais como macaco, jabuti, aves em geral, peixes e
morcegos sdo os principais consumidores (Cavalcante 1996; Rabelo 2012).

Poucos estudos sdo reportados na literatura sobre esses frutos, sendo descrito
principalmente seus dados botinicos como hébito de crescimento, inflorescéncia, entre outros,
mas com escassos relatos sobre a composi¢ido quimica (Rabelo 2012). As espécies desse género
tém sido comumente utilizadas na medicina popular como vermifugo, antileucorreica,
tratamentos antiofidicos e de abscesso, enquanto a madeira é utilizada para construgao civil,
construgio de méveis e produgdo de energia (Cruz & Kaplan 2004; Lima et al 2011; Moura et al.
2015; Onofre et al. 2015; Azevedo et al 2018).

Pesquisas relacionadas com produtos amazonicos estdo sendo conduzidas com o intuito
de investigar a sua composicio quimica, valorizando-os e sugerindo alternativas de utilizagdo
para produtos fitoterdpicos e alimentos nutracéuticos, possibilitando a geracio e
desenvolvimento de bioativos para a industria (Sousa et al. 2011).

Uma das linhas dessa investigacdo estd relacionada com a atividade antioxidante em
funcdo dos efeitos secunddrios provocados pela utilizacdo de antioxidantes sintéticos, como
problemas de toxicidade, carcinogénese, aumento de peso do figado e significativa proliferagdo
do reticulo endoplasmadtico, buscando produtos que possam substituir os sintéticos ou fazer
associacdo com eles (Sdnchez-Moreno 1998; Lamario et al. 2020).

No presente trabalho, realizaram-se andlises dos extratos de Bellucia dichotoma visando
a prospeccio fitoquimica, caracterizacio da composicio de metabolitos secunddrios e avaliagio
da atividade antioxidante qualitativa. Considerando a importancia de substancias bioativas em
aplicacdes biotecnoldgicas para a satide da populagéo, o estudo fitoquimico aliado a avaliagdo
antioxidante é 1til para o aproveitamento em massa dessas matérias primas, com a perspectiva
de uma melhor utilizagdo das mesmas e agregacéo de valor ao fruto.

Material e Métodos
Obtengéo dos frutos e extrato vegetal

As amostras foram obtidas comercialmente na feira municipal do municipio de Coari,
Amazonas/Brasil. Apés, os frutos foram submetidos ao processo de higienizacio e selegio,
resultando em 10 frutos escolhidos pela auséncia de microorganismos ou parte com algum dano
fisico. Em seguida, o material foi seco em estufa por 48h a 60 °C e realizada a moagem em
liquidificador industrial.

O extrato foi produzido por maceragido a frio sequencial (1:10 m/v), utilizando como
solvente extrator hexano e, posteriormente, metanol. Ap6s a filtragem da maceragéo, os extratos
foram secos em capela de ar circulante durante 5 dias e realizado o cdlculo do rendimento,
reservando os extratos até as andlises. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

Anélise Cromatogréfica em Camada Delgada

Yamaguchi & Mendes (2020) | Pesquisa e Ensino em Ciéncias Exatas e da Natureza, 4: 02




Fitoquimica e atividade antioxidante de Bellucia dichotoma

A andlise cromatogrifica do extrato foi avaliada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), utilizando placas cromatogréificas de fase normal de gel de silica para os
extratos obtidos do fruto. Os eluentes foram preparados conforme a natureza da amostra, ou
seja, polar (cloroférmio e metanol) ou apolar (hexano e acetato de etila) visando a melhor
separacio cromatografica. Como reveladores, foram utilizados luz ultravioleta (£ = 254 nm e 356
nm) e vanilina sulfirica (Wagner & Bladt 1996).

Anilise qualitativa da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

O ensaio de atividade antioxidante foi realizado por meio da estabilizacdo do radical livre
DPPH (2.2-difenil-1-picrilhidrazil). O método baseia-se na reducéo dos radicais através da doacédo
de um 4atomo de hidrogénio do composto do extrato a molécula do radical (Souza et al. 2011).
Para tanto, foram realizados em uma placa cromatogrifica de fase normal de gel de silica a
aplicacdo do extrato vegetal, apés isso, foi aplicado a solugdo de DPPH 0.3 mM. Esperou-se 30s e
observou-se a coloragéo. O resultado positivo para atividade antioxidante se dava na observacio
de halos com coloracio amarelada em contraste com a cor roxa (Sdnchez-Moreno et al. 1998).

Caracterizagfio fitoquimica

A detecgao das classes dos constituintes foi realizada por meio de prospeccio fitoquimica
descrita por Marins et al (2011), onde foi possivel detectar a auséncia ou a presenca de
metabolitos secunddrios no extrato obtido em etanol, que é um solvente com amplo espectro, ou
seja, capaz de extrair substancias de diferentes polaridades. Essas detecgdes foram realizadas
usando testes com reagentes especificos para cada classe, a saber: saponinas, cumarinas,
compostos fenélicos, antraquinonas, antocianidinas, chalconas, leucoantocianidinas e catequinas.

Para triterpendides e esterdides utiliza-se 5 gotas de 4cido sulftrico e 5 gotas de
cloroférmio. O aparecimento da cor azul-esverdeado indica a presenca de esteroides e a presenca
de coloragdo vermelha, triterpenos. Na deteccdo de saponinas, a amostra vegetal em dgua
destilada foi agitada vagarosamente por 10 min e o aparecimento de espuma persistente indica a
presenca de saponinas. Para a identificacdo de cumarinas, ao extrato foi adicionada uma gota de
solucdo de KOH 10%. A cor azul, sob luz UV 365 nm, indica a presenca de cumarinas.

Para a observacio de compostos fendlicos, utiliza-se solucdo de FeCl; 2%. O
aparecimento de uma macha azul indica a presenca de compostos fenélicos. Na andlise de
antraquinonas, utiliza-se NaOH 0.5 mol L e o aparecimento da coloracio vermelha indica a
presenca de antraquinonas. Quanto as andlises de antocianidinas e chalconas, na metodologia
utilizada, sdo preparados dois tubos de ensaio, aos quais sdo adicionados 1 mL do extrato. A
amostra de um dos tubos foi acidificada com HCI 0.5 mol L* até atingir pH 3. O segundo tubo
foi alcalinizado com NaOH 0.5 mol L para pH 8. O aparecimento de coloragio vermelha, lilds e
azul parpura indica a presenca de antocianidinas ou chalconas, de acordo com a coloragio. Para
leucoantocianidinas e catequinas, a amostra foi acidificada com HCI até pH 3, em seguida
aquecida em bico de Bunsen e o aparecimento de coloracio vermelha indica a presenca de
leucoantocianidinas e a cor amarela a presenca de catequinas. Na andlise de flavononas sdo
utilizados pedacos de magnésio metdlico e uma gota de HCIl concentrado. O aparecimento de
coloragdo vermelha indica a presenca de flavononas.

Resultados e Discussiao

Os valores de rendimento do extrato vegetal sdo importantes para demonstrar o
perfil/poténcia industrial que esses materiais irdo ter quando for necessdria sua utilizacdo em
larga escala. A maceracio a frio funcionou como um eficiente método de extragio por ser fécil,
rapido, econémico e eficiente. O rendimento do extrato em hexano foi de 10.13% + 0.81 e, em
metanol, 16.67% + 1.52.

Na andlise cromatogrifica, diferentes sistemas de elui¢do foram analisados para a
separacdo dos extratos. Na extracdo feita com hexano, o melhor eluente foi a proporgio 7:3
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contendo 7 mL de hexano e 3 mL de acetato de etila, sendo testados as diferentes proporgoes, a
saber, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6 e 3:7. Para o extrato com metanol, o melhor eluente foi 9:1, sendo
9 mL de cloroférmio e 1 mL de metanol, sendo testados as diferentes proporcdes, a saber, 9:1,
8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6 e 3:7. Como o eluente é definido pela natureza de polaridade do material
vegetal, analisou-se a separacdo das misturas para identificar o perfil do extrato com relacédo a
polaridade.

As imagens na Figura 1 indicam a separacio das substancias na placa cromatogrifica
com os extratos em hexano e metanol no revelador fisico de luz ultravioleta a 254 nm e 356 nm
e no revelador quimico, vanilina sulftirica, e seus Fatores de Retencdo (RFs), respectivamente.

Extrato em hexano

Valor do Fator s >

de retencio (RF) |

RF 1:0,125 . .
RF 2: 0,625 2 .

RF 3: 0,750

RF 4: 0,875

Ultravioleta 254nm  Ultravioleta 356nm oo Sulfurica

Extrato em metanol

Ultravioleta 254nm Ultravioleta 356nm Vanilina Sulfurica

Valor do Fator
de retengao (RF)

RF1:0,500
RF2: 0,750
RF3:0,850
RF4:0,90

Figura 1. Caracterizacio cromatogréfica do extrato em hexano e metanol de frutos de Bellucia dichotoma
contendo o Fator de Retencido (RF) das substéncias utilizando como revelador fisico UV 254 nm e 365 nm, e
revelador quimico vanilina sulfirica.

O valor de RF é definido como a razio entre a distdncia percorrida pela banda do
componente quimico e a distdncia percorrida pelo eluente. Nas imagens, percebe-se a separacio
de diferentes bandas indicando substancias com menor polaridade nos extratos em hexano e
mais polares no extrato em metanol. Verifica-se, portanto, que a CCD funcionou como um
eficiente método de separacéo, onde junto com os valores de RF podem servir como base para
vérios testes quimicos de identificacdo das substdncias e andlise de padrdes.

Na continuacéo da caracterizacdo quimica, avaliou-se a presenca de diferentes classes de
substancias quimicas importantes para a saide humana, onde foram observados diferentes
resultados para o fruto selecionado, indicados na Tabela 1.

Evidenciou-se a presenca de substdncias fendlicas, antocianidinas, chalconas,
leucoantocianidinas e catequinas no extrato polar. As substancias fendlicas formam uma classe
quimica composta por um anel aromdtico ligado a uma hidroxila. Sdo correlacionadas a
inimeras atividades biol6gicas, como antioxidante, antiinflamatoria e antimicrobiana e estdo
cada vez mais correlacionadas com a capacidade de diminuir os riscos para a satide relacionados
ao estresse oxidativo (Souza et al. 2011).
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Tabela 1. Deteccdo das classes de substéncias testadas no extrato em etanol de Bellucia dichotoma. O sinal
(+) indica presenca da substancia e o sinal (-) indica auséncia.

Classes de substincias Extrato
Saponinas -
Cumarinas -
Compostos fenélicos +
Antraquinonas -
Antocianidinas
Chalconas
Leucoantocianidinas e Catequinas

+ o+ +

As leucoantocianidinas detectadas favorecem o organismo humano por terem
propriedades capazes de aumentar a tonicidade e resisténcia das paredes capilares, um
mecanismo interessante para tratamento de diversas doencas que envolvem veias e artérias,
contribuindo com a distribuigdo do fluxo microcirlulatério no cérebro e do coragdo (Infinity
Pharma 2012).

A presenca de catequinas indica a possibilidade da acdo direta desse metabdlito
relacionado a desordens patoldgicas ocasionadas pela agdo dos radicais livres e pelo processo
inflamatério, como antioxidante, quimioprotetora, anti-inflamatéria e anticarcinogénica
(Schmitz et al. 2005).

As chalconas possuem, em suas atividades farmacoldgicas, potencial antibacteriano,
anti-inflamatério, inibidoras da tirosina fosfatase e propriedades antiftingicas (Boeck et al 2005).
Souza (2011), indica que as antraquinonas possuem atividades laxativas, hepatoprotetora e anti-
inflamatéria.

Os resultados detectados sao corroborados os de Moura et a/ (2015) que ao estudarem a
capacidade do extrato aquoso de B. dichofoma como antiofidico, também detectaram a presenca
de substéincias fendlicas e flavonoides, acrescentando a classe de taninos.

Na andlise de varredura do radical foi possivel detectar a presenga ou auséncia de
capacidade antioxidante na amostra. A Figura 2 apresenta a placa com a amostra vegetal e o
resultado da andlise, sendo possivel observar resultado positivo para atividade antioxidante no
extrato em metanol e negativo para o extrato em hexano.

Figura 2. Avalia¢do antioxidante qualitativa do extrato de Bellucia dichotoma.
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Sa (2008) cita que um produto natural, quando possui esse tipo de atividade
farmacolégica (antioxidante), forma um conjunto heterogéneo de substincias compostas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que
bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres, formados nas reacdes metabdlicas ou por fatores
exégenos ao organismo, indicando assim um beneficio ao se consumoir o fruto.

Nas espécies do género Bellucia, B. grossularioides e B. pentamera foram detectados
compostos de média polaridade, corroborando com os achados desta pesquisa. Em B. pentamera,
foi identificado o esqualeno como substdncia majoritdria (Isaza et al 2007). No estudo
fitoquimico do extrato aquoso de Bellucia dichotoma, realizado por Moura et al. (2013), foram
detectadas as presencas de d4cidos graxos, flavondides, terpenos, taninos condensados e
hidrolisaveis, além da capacidade deste extrato de atuar com antiofidico.

Estudos sobre a deteccdo e identificagio de classes de substdncias bioativas tém
incentivado a pesquisas de produtos naturais para a elaboracido de produtos na drea. Sabe-se que
ainda hd muito a ser pesquisado, mas os resultados preliminares incentivam a continuagio da
pesquisa com esse fruto.

Conclusées

Este trabalho mostrou que o extrato em metanol dos frutos de Bellucia dichotoma
preparados por maceracdo apresentaram capacidade antioxidante e a presenca de metabdlicos
bioativos como fendlicos, antocianidinas, chalconas e catequinas. O presente trabalho contribuiu
com a elucidacdo de caracteristicas desse fruto amazénico ainda pouco estudado, mas com
grande potencial, abrindo assim, possibilidades e informagbes para novas pesquisas na
identificagéo e quantificacdo dos achados descritos.
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