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Triagem fitoquimica e atividade antioxidante de Costus spicatus (Jacq.) S.w.
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil fitoquimico e a atividade antioxidante
comparando-se os resultados obtidos entre diferentes 6rgaos da Costus spicatus. Foram
utilizados caules, folhas e flores da Costus spicatus, colhidos na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. Os diferentes 6rgéos
foram avaliados quanto ao perfil fitoquimico e atividade antioxidante nas fracdes hexanica,
acetato de etila e butandlica. Os resultados obtidos comprovaram a presenga de Triterpenos
e Esteroides (Lieberman-Burchard), Flavondides (Shinoda), Saponinas (indice de espuma),
Alcaléides (Drangendorff) e Taninos (Cloreto Férrico). Foi demonstrada a atividade antioxidante
potencial. Concluiu-se que a Costus spicatus apresentou todas as classes de metabdlitos
pesquisadas, dentre as quais, algumas possuem atividade bioldgica ja conhecida, fazendo-se
necessaria a realizagcao de estudos quantitativos e pesquisas que demonstrem seus efeitos
farmacolégicos, contribuindo para o desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Antioxidantes.Costus spicatus.Triagem fitoquimica.

ABSTRACT: Phytochemical screening and antioxidant activity of Costus spicatus (Jacq.)
Sw. The objective of this work was to evaluate the phytochemical profile and the antioxidant
activity comparing the results between different organs of Costus spicatus. We used the stems,
leaves and flowers of Costus spicatus harvested at the State University of Norte Fluminense
“Darcy Ribeiro” in the city of Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brazil. The different
organs were evaluated for antioxidant activity and phytochemical profile in the hexane, ethyl
acetate and butanol fractions. The results obtained proved the presence of triterpenes and
steroids (Liebermann-Burchard), flavonoids (Shinoda), saponins (foaming index), alkaloids
(Dragendorff) and tannins (ferric chloride). We demonstrated the potential antioxidant activity.
We concluded that Costus spicatus presented all classes of metabolites studied, among
which some already have their biological activity known by the literature, being necessary the
performance of quantitative and research studies that demonstrate their pharmacological effects,
thus contributing to the development of new drugs.

Keywords: Antioxidants. Costus spicatus. Phytochemical screening.

INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais tem sido
largamente empregado no tratamento e prevengao
de doencas pela populagdo nos ultimos anos.
Durante milénios os povos indigenas de todo mundo
vem utilizando plantas com fins medicinais e estes
conhecimentos foram transmitidos por geragdes até
se difundirem com o surgimento das civilizagdes
modernas (Rezende et al, 2004). Dessa forma, a
comunidade cientifica mundial vem trabalhando
no intuito de comprovar o uso popular de plantas
medicinais, contribuindo assim para o uso seguro
e a descoberta de novos farmacos.

A Costus spicatus Jacq. S.w. (Costaceae/
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Zinziberaceae), comumente chamada de Cana do
Brejo no Brasil, € uma planta medicinal encontrada
em florestas Umidas costeiras. O rizoma desta planta
€ usado para o tratamento das queixas da bexiga e
uretra e para expulsar pedras nos rins. Ainfusao das
partes aéreas é utilizada para tratar resfriados, dor
na garganta, disenteria e diarreia (Silva et al, 2000)
. Sua utilizagdo na medicina tradicional ainda inclui
0 uso das folhas, hastes e rizomas como diurético
e tonico (Lorenzi & Matos, 2008).

Aacao antioxidante das espécies de Costus
ainda nao esta bem esclarecida. Contudo, estudos
mostram que muitas espécies das Zinziberaceae
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podem sequestrar de radicais livres (Haraguchi et
al, 1996).

Os radicais livres (RL) sdo moléculas
com um elétron desemparelhado no ultimo orbital,
tornando-as muito instaveis, extraordinariamente
reativas, e com enorme capacidade para combinar-
se com diversas moléculas integrantes da estrutura
celular, como DNA, proteinas, carboidratos e
lipidios (Gasparri, 2005). A capacidade de se
combinar as estruturas celulares esta associada
a varios processos patoldgicos, tais como: cancer,
arteriosclerose, e mal de Alzheimer, entre outras
desordens, e ao processo normal do envelhecimento
(Salvador & Henriques, 2004).

Estudos quimicos realizados com as
partes aéreas da Costus spicatus permitiram o
isolamento de novos diglicosideos flavonicos, como
a tamarixetina 3-O-neohesperidosideo, o canferidio
3-0O-neohesperidosideo, seis flavondides e outros
compostos, como quercetina 3-O-neohesperidosideo
(Silva et al, 2000). Na sua composi¢cao quimica &
registrada ainda a presenga de acido oxalico,
taninos, saponinas, mucilagens, e pectinas (Vieira
& Alburqueque, 1998).

Muitos extratos de plantas que contém
compostos fendlicos, principalmente flavondides e
taninos, parecem apresentar significativa atividade
antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos
gerados pelos radicais livres (Gasparri, 2005).
No entanto, também tém sido mostrado relatos
sugerindo que uma dieta rica em compostos
fendlicos exibe propriedades pré-oxidantes e
citotdxicas, sob certas condi¢cdes (Sugiyama et al,
2008).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho
foi realizar a triagem fitoquimica e avaliar a atividade
antioxidante de 6rgaos de Costus spicatus, visando
contribuir com o conhecimento da flora medicinal,
assim como fornecer informagdes para futuros
projetos de pesquisa.

MATERIAL E METODO

O estudo foi descritivo.

Foram utilizados caules, folhas e flores da
Costus spicatus, colhidos na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, no municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ. Aexsicata da espécie
foi registrada na colegdo do herbario da UENF.

O material foi seco a temperatura ambiente
e conservado ao abrigo da luz e umidade. Apos a
secagem, o material foi submetido a uma trituracéo
e extragdo exaustiva a temperatura ambiente em
alcool 96° GL por 3 dias. Apds, o extrato obtido foi
filtrado e submetido a rotaevaporagéo de 8 rpm em
temperatura constante de 90°C.

O extrato etandlico foi solubilizado em
metanol/agua (80:20) e submetido a partigao liquido-
liquido em hexano, acetato de etila e butanol. Em
seguida as fragdes foram submetidas a ensaios de
triagem fitoquimica e atividade antioxidante.

Para identificagdo de triterpenos e
esteroides foram utilizados 2mg das fragdes dos
extratos, solubilizados em 3mL de cloroférmio, e
em seguida, 2mL de anidrido acético. Agitou-se
suavemente e adicionou-se pelas paredes do tubo 5
gotas de acido sulfurico concentrado. Este resultado
€ observado pela reagao de Lieberman-Burchard.

Na identificagdo para flavonodides, 2mg das
fragdes foram dissolvidos em 5mL de metanol e 1mL
de acido cloridrico concentrado com a presenga de
1cm de fita de magnésio. Este resultado é observado
pela reagdo de Shinoda ou cloreto de cianidina.

Averificagédo da presencga de saponinas nas
amostras foi realizada através do teste de espuma
persistente, em que 2mL das fragdes dos extratos
foram solubilizados em 3mL de agua destilada e
agitados em tubo de ensaio por 3 minutos.

Para determinagédo de alcaldides, 2 mg
do extrato etandlico em tubo de ensaio foram
alcalinizados com quinze gotas de hidréxido de
sodio a 1% e acrescidos de 2 mL de agua e 2 ml
de cloroférmio. A fragdo aquosa foi desprezada e a
fracao cloroférmica acrescida de quinze gotas de
acido cloridrico a 1%, e em seguida extraida com 2
mL de agua. A fragao cloroférmica foi desprezada
e os testes realizados com a fragdo aquosa acida,
acrescentando-se trés gotas do reagente de
Drangendorff para a verificagdo da presenca de
alcaldides.

A identificacdo de taninos foi realizada
em tubo de ensaio contendo 2mg do extrato
adicionando-se trés gotas de solug¢ao alcodlica de
FeCl, e agitando fortemente.

As fracdes foram submetidas a avaliagéo
da atividade antioxidante pelo método 1,1-difenil-
2-picrilhidrazila (DPPH), realizando-se uma leitura
espectrofotométrica. Este método consiste em avaliar
a atividade sequestradora do radical livre DPPH, de
coloragao violeta, que absorve em 515 nm. Por
acgao de substancia antioxidante o DPPH é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina de coloragéao
amarela, com consequente desaparecimento da
absorgao, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia (Sousa et al, 2007). As
amostras foram diluidas e avaliadas em triplicata
com concentragdes finais de 1000ug/ml, 100ug/
ml e 10pg/ml em metanol e a mistura reacional
agitada durante 1 hora a temperatura ambiente. Na
leitura espectrofotométrica, foi realizado um teste
em branco utilizando o metanol para calibragéo
do espectrofotdbmetro. A andlise de uma solugao
padrao (1:1) de DPPH em metanol foi realizada para
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obtengéo de dados de absorbancia sem as amostras
(Abs ) o qual sera utilizado para o calculo de
atividade antioxidante.

Para comparagdes com referéncia de
atividade antioxidante, foram realizadas analises
utilizando o agente antioxidante BHT (Butil-hidroxi-
tolueno) nas mesmas concentragdes que a amostra.

Os valores de absorbancia em todas
as concentragdes testadas foram convertidos
em porcentagem de atividade antioxidante (AA),
determinada pela equagéo:

%AA= {(Abs Abs

amostra

) x 100} / Abs

controle controle

Os resultados obtidos foram avaliados
através do Programa Prisma.

RESULTADOS

Na determinagao do perfil fitoquimico (Tabela
1), os testes mostraram a presenga de triterpenos e
esteroides apenas nas fragdes hexanica e acetato
de etila da folha com o aparecimento de coloragéo
azul evanescente seguida de verde. A presenca
de flavondides foi constatada na folha em todas as
fragbes pelo aparecimento de coloragao vermelha,
porém nao foram encontrados nos demais 6rgaos.
A presenca de saponinas foi revelada apenas
nas fragdes butandlicas da folha e caule apds o

TABELA 1. Triagem fitoquimica de Costus spicatus
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aparecimento de espuma persistente. Quanto aos
taninos, apenas nas fragdes butandlicas da flor e
caule foi constatada presenga pela formagéao de
precipitado.

A avaliacdo da atividade antioxidante
da flor esta representada na Figura 1. Podemos
observar que a fragdo que apresentou maior
atividade antioxidante foi a de acetato de etila.
As fragbes butandlica e hexanica apresentaram
menor atividade, respectivamente. Para as fragbes
acetato de etila e butandlica, as concentragdes das
amostras que apresentaram maior atividade foram
a de 1,0 mg/mL, enquanto para fragdo hexanica, a
concentragao que apresentou maior atividade foi a
de 0,01 mg/mL.

Quanto a atividade antioxidante da folha
(Figura 2), a fragao que apresentou maior atividade
foi a butandlica. Afragao acetato de etila e hexanica
apresentaram menor atividade, respectivamente.
Quanto as concentragdes, tanto na fragao butandlica,
quanto na fragao acetato de etila, a que apresentou
a maior atividade foi a de 0,01 mg/mL, enquanto
na fragdo hexanica, a concentragdo com maior
atividade foi a de 0,1 mg/mL.

A avaliagcédo da atividade antioxidante do
caule (Figura 3) mostrou que a fragao que possui
maior atividade foi a hexanica. Afracao acetato de etila
e a fragédo butandlica apresentaram menor atividade,
respectivamente. Em relagédo as concentragdes, na

Hor Folha Caule
Et Hex Act But Et Hex Act But Et Hex Act But
Triterpenos’ Esterdides o+ - -
Flavonoides s = = + 0+ 4 -
Saponinas -4 +
Taninos 4 +
Alcaloides - + +

Et- ex trato bruto etanolico; Hex: Fragio hexdnica; Act: Fragio acetato de etila; But: Fragio butanclica

1004

754

FIGURA 1. Atividade antioxidante da flor de Costus spicatus
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FIGURA 2. Atividade antioxidante da folha de Costus spicatus

fragdo hexanica, as concentragdes de 1 mg/mL e 0,1
mg/mL apresentaram atividades préximas, sendo a
concentracao de 0,1 mg/mL ligeiramente maior. Na
fracdo acetato de etila, a concentragdo que mostrou
maior atividade foi a de 0,01 mg/mL, enquanto na
fracdo butandlica, a maior atividade foi detectada
na concentragédo de 0,1 mg/mL.

O padrao BHT apos ser submetido ao teste
apresentou, na concentragéo de 1mg/mL, 90,2 %,
de atividade antioxidante. Nas concentragdes de
0,17mg/mL e 0,01mg/mL apresentou 57,1% e 33,9%
de atividade respectivamente.

DISCUSSAO

Na determinacédo do perfil fitoquimico
(Tabela 1), foi detectada na flor a presenca de
alcaldides no extrato etandlico bruto pela formagéao
de precipitado floculoso. Isso ocorre porque os
alcaldides, semelhante a outras aminas, formam
sais complexos obtidos na forma de precipitados
em solugdes alcalinas ou levemente acidas pelo
reagente de Dragendorff (Simdes, 2007). Foram
encontrados também taninos na fragéo butandlica
pela formagéo de precipitado. Isso ocorre porque
estes compostos possuem habilidade de formar
complexos insoluveis em agua com alcaldides,
gelatinas e metais (Costa, 2002). Os taninos se
distribuem em padrdées diferentes no reino vegetal.

80+
70+
604
50+
404
30+
204
10+

% AA

Os taninos hidrolisaveis estao quase restritos as
Choripetalae das dicotileddéneas, enquanto as
proantocianidinas (taninos condensados) podem
aparecer em Angiospermae, especialmente em
plantas lenhosas (Robbers et al, 1997), o que
pode indicar que a Costus spicatus apesar de
nao possuir caracteristicas de plantas ricas em
taninos (lenhosas), por pertencer a divisao da
Angiospermae, pode possuir essa classe de
metabolitos secundarios. O aparecimento de taninos
nesta fragcao pode ser justificado pelo fato de serem
compostos fendlicos, sollveis, portanto em agua e
solventes organicos polares (Oliveira et al, 2005).
Em relacdo a folha, também foram
encontrados alcaldides no extrato etandlico pela
formacao de precipitado. Os alcaldides podem ser
encontrados em todas as partes de um vegetal,
porém, em um ou mais orgaos, havera acumulo
preferencial (Simdes, 2007). Triterpenos/esterdides
foram detectados na fracao hexanica e acetato de
etila pelo aparecimento de cor azul evanescente
seguida de verde. Isso ocorre porque tanto os
triterpendides, quanto os esterdides, sdo compostos
apolares, podendo aparecer, portanto, em solventes
apolares, como o hexano, ou, em menor quantidade,
em solventes de polaridade intermediaria, como
o acetato de etila. A presenca de flavondides foi
detectada nas trés fragbes pelo aparecimento de
cor vermelha. A extragdo com solventes menos

FIGURA 3. Atividade antioxidante do caule de Costus spicatus
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polares (hexano e acetato de etila) permite recuperar
agliconas livres pouco polares, como flavonas,
flavonois e flavanonas e, na sequéncia, o uso do
n-butanol permite a obtencao dos heterosideos
(flavonoides ligados a agucares) (Yunes & Calixto,
2001). Também foi detectada a presenca de
saponinas na fragdo butandlica pela formagao
de espuma persistente. Essa propriedade das
saponinas é decorrente da sua estrutura que possui
uma parte lipofilica (aglicona ou sapogenina) e uma
parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares
(Costa et al, 2010). A presenga de saponinas na
fragado butandlica pode ser justificada pelo fato de
serem glicosidios e, portanto, substancias polares
(Monteiro et al, 2005).

Quanto ao caule, o extrato etandlico, assim
como nos demais 6rgaos, apresentou alcaldides.
Apesar de raramente estarem presentes em
tecidos mortos como cascas, os alcaléides podem,
em menores concentragdes, ser encontrados
no parénquima (Simdes, 2007), justificando sua
presenca no 6rgado. Dos demais metabdlitos
secundarios pesquisados, apenas saponinas e
taninos foram encontrados na fragdo butandlica.
A presenca de compostos fendlicos nos vegetais,
especialmente os taninos, tem reconhecida
funcéo de inibir herbivoros, pois tornam os tecidos
impalataveis aos fitofagos, conferindo sabor
adstringente (Santos & Blatt, 1998).

Na avaliacdo da atividade antioxidante,
observa-se na Figura 1 que a fragdo hexanica da
flor apresentou uma atividade moderada. Porém, na
triagem fitoquimica, ndo foi detectada a presenca de
nenhuma das classes de metabdlitos secundarios
pesquisadas, o que demonstra a presenga de
outros compostos nédo pesquisados nessa fragéo
responsaveis pela atividade antioxidante. Pode ser
observada nessa mesma fragdo que a atividade
antioxidante das amostras nas concentragdes de
1mg/mL, 0,17mg/mL e 0,01mg/mL pareceu aumentar
com as diluigdes. E possivel que a cor de algumas
amostras interfira na leitura espectrofotométrica, que
nao associa a intensidade da cor a elevada atividade
antioxidante, nao refletindo, portanto exatamente a
atividade antioxidante de amostras muito coloridas.
Outro estudo observou que uma concentragao alta
das amostras pode interferir no resultado, pois
apresenta forte coloragéo, interferindo na leitura
espectrofotométrica, extrapolando assim os valores
de absorbancia, sendo necessaria a diluicao destas
para a realizagao da leitura (Filho, 2010).

Na fragéo acetato de etila da flor, nenhuma
das classes de metabdlitos pesquisadas foram
encontradas, indicando que outro composto é o
responsavel pela elevada atividade antioxidante
observada. Verificou-se também que nesta fragéo
nao ocorreu interferéncia da cor, possibilitando,
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portanto, a observagédo da ligeira diminui¢cdo da
atividade antioxidante em relagao ao aumento da
diluicao.

Quanto a fragcado butandlica da flor, a
atividade antioxidante observada pode ser devido
a presencga de taninos detectados nessa fragao.
Alguns autores descrevem que os taninos possuem
elevada atividade antioxidante (Pessanha, 2010)
e sdo encontrados em maior quantidade no suber
de plantas lenhosas, porém, podem aparecer
também em folhas e flores (Robbers et al, 1997).
Assim, a Costus spicatus, por ndo ser lenhosa, nao
possui caracteristicas de plantas ricas em taninos
e sua atividade antioxidante observada na fragéo
butandlica pode ser devido a um sinergismo com
outra classe de metabdlito aqui ndo pesquisada.

A atividade antioxidante observada na flor
apresentou-se maior na fragdo acetato de etila,
reforcando a necessidade de se ampliar o estudo
para outras classes de metabdlitos que podem
ser responsaveis por essa atividade. Quando
comparada ao BHT como padrao externo de
atividade antioxidante nas mesmas concentragdes
descritas na literatura (Filho, 2010), a fragao acetato
de etila da flor apresenta uma atividade antioxidante,
semelhante ao padrao nas concentragdes de 1,0
mg/mL e 0,1 mg/mL e superior na concentracao de
0,01 mg/mL.

Em relagcdo a folha, tanto na fragéo
hexanica, quanto na fragao acetato de etila, foram
detectados triterpenos/esterdides e flavondides.
Esses flavondides podem ser os responsaveis
pela atividade antioxidante observada nessas
fragdes (Figura 2). No entanto, as fragbes mais
polares (acetato de etila e butandlica) apresentaram
atividade antioxidante mais elevada. Isso pode ser
devido ao fato de os flavonoides serem derivados
fendlicos polares (Yunes & Calixto, 2001) e soluveis,
portanto, em solventes mais polares.

Na fracao butandlica, foram encontrados
flavondides e saponinas. Os flavondides dessa
fragdo, assim como nas demais fragcbes em que
apareceram, sao 0s possiveis responsaveis pela
atividade antioxidante observada. A atividade
antioxidante dessa fragdo se mostrou maior que
a das demais, o que pode ser explicado pela
maior solubilidade dos flavondides em solventes
polares como o butanol. Ao relacionar a atividade
antioxidante da fracdo butandlica da folha com a
do BHT, observa-se uma atividade antioxidante
superior do padrao descrito, uma vez que a fragéo
de menor concentragao (0,01 mg/mL) apresentou
atividade semelhante a do padrdo em sua maior
concentracao (1,0 mg/mL).

Quanto a avaliagao da atividade antioxidante
do caule (Figura 3), as fragdes hexanica e acetato
de etila apresentaram as maiores atividades,
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contudo, nenhuma das classes de metabdlitos
secundarios pesquisadas foram encontradas,
0 que indica a presenga de outra substancia
responsavel pela atividade. Observa-se que na
fragdo hexanica néo ocorreu interferéncia da cor na
leitura espectrofotométrica, no entanto, 0 mesmo
ocorreu na fragao acetato de etila.

A mesma interferéncia de cor observada
na fragdo acetato de etila ocorreu na fragéo
butandlica, porém apenas na concentragéo de 1,0
mg/mL, demonstrando que a diluigdo minimiza
a intensidade da cor, facilitando assim a leitura
espectrofotométrica. A atividade antioxidante
observada nessa fragao pode ser devido a presenga
de taninos detectados (tabela 1), todavia, ndo é
caracteristico dessa planta possuir quantidades
elevadas de taninos, o que pode representar a
presenca de outra substancia antioxidante nesta
fragcao, levando a um sinergismo de agao. A titulo
de comparacgao, pode-se observar que a fragdo do
caule que apresentou maior atividade antioxidante
foi a hexanica, sendo necessario, mais uma vez,
ampliar a pesquisa do perfil fitoquimico para
outras classes de metabdlitos. Comparando-se a
atividade antioxidante da fragdo hexanica do caule
aos padrdes descritos na literatura nas mesmas
concentragdes, pode-se demonstrar uma boa
atividade antioxidante, porém inferior a dos padroes
descritos nas concentragbes de 1,0 mg/mL e 0,1
mg/mL e superior na concentragao de 0,01mg/mL.

Comparando-se a atividade antioxidante
entre os trés 6rgaos (flor, folha e caule), observa-se
que a fracao hexanica do caule apresentou maior
atividade em relagdo a mesma fragdo dos demais
6rgaos. Em relagdo a fragdo acetato de etila, a
que apresentou maior atividade antioxidante foi a
da flor, superando a atividade da folha, na qual foi
detectada a presenca de flavonoides, compostos
fendlicos com atividade antioxidante conhecida.
Quanto a fragao butandlica, a que apresentou maior
atividade antioxidante foi a da folha, o que pode ser
explicado pela presenca de flavondides encontrados
nessa fragdo, uma vez que os flavondides e outros
derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem
na captura e neutralizagdo de espécies oxidantes
(Gasparri, 2005).

CONCLUSAO

O presente estudo, através da triagem
fitoquimica, demonstrou que a Costus spicatus
apresentou todas as classes de metabdlitos
pesquisadas, algumas com atividade biolégica ja
conhecida, fazendo-se necessaria a realizagao de
estudos quantitativos e pesquisas que demonstrem
seus efeitos farmacologicos, o que ira contribuir
para o desenvolvimento de novos farmacos.

Contudo, a distribuicdo das classes de metabdlitos
secundarios pesquisados mostrou-se diferente
nos trés érgdos analisados. A analise da atividade
antioxidante permitiu a demonstragcdo de uma
boa atividade, quando comparada ao BHT como
padrdo externo. Entretanto, mostrou-se diferente
entre as trés fragdes analisadas dentro do mesmo
orgao, e entre as mesmas fragcdes de 6rgaos
diferentes, evidenciando que a classe e distribuigao
de metabdlitos responsaveis pela atividade sao
diferentes entre essas fragdes. Em algumas fragdes,
foi observada elevada atividade antioxidante, porém
nenhuma classe de metabdlitos pesquisada foi
encontrada, o que demonstra a presenga de outras
substancias nessas fragdes responsaveis pela
atividade e reforga a necessidade de se ampliar o
estudo fitoquimico da Costus spicatus para outras
classes. A avaliagdo da atividade antioxidante em
algumas fragdes sofreu interferéncia da intensidade
da cor da amostra, demonstrando que a técnica
espectrofotométrica para avaliar tais atividades
ndo € a mais indicada, devendo ser usadas outras
técnicas descritas em literatura.
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