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Resumo

Nos ultimos anos tem crescido o interesse pelaobesa de novos compostos antioxidan-
tes, a partir de fontes naturais, aplicaveis gaandustria alimentar como na medicina preventi-
va.

Neste trabalho foi estudada a capacidade antioaddm extractos de dez plantas medici-
nais Angolanas em diferentes solventes organidgménodictyon floribundupfParinari pumi-
la, Tinnea antiscorbutica, Eragrostis viscosa, Xylopdoratissima,Peucedanum angolense
Boscia microphyllaAdenodolichos huillensis, Cassia occidentaliRhus kirki). A capacidade
antioxidante foi avaliada por quatro métodositro (ABTS, DPPH, TBA e Valor perdxido). A
concentracdo de compostos fendlicos totais noaars foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau.

Os compostos fendlicos totais variam entre 40,68negtracto + 0,00 para Bragrostis
viscosaem diclorometan@ 549,27mg/g extracto + 0,01 pardarinari pumilaaquoso. A per-
centagem mais elevada de inibicdo de radicaisslideeDPPH, quando em comparagdo com uma
solugcédo de Trolox na mesma concentracdo dos exdr#60,79 % + 0,43), foi observada no
extracto deParinari pumila em metanol com um valor de 36,19 % + 0,21. Panaétmdo de
ABTS, o valor mais alto de TEAC e de percentagenniecdo, foi observado para o extracto
de Hymenodictyon floribundurem acetato de etilo, respectivamente com o vao8,44 mM
Trolox/g extracto + 0,52 e 5,71 % + 0,52. No ted#eTBA, os extractos dearinari pumila e
Hymenodictyon floribundure@oalguns dos que se mostraram menos eficazes nanpéevea
oxidacdo do acido linoleico, embora onze dos etdsatenham apresentado uma capacidade
antioxidante equivalente a do BHA. Relativamentevalor peréxido, o extracto com melhor
capacidade em diminuir a oxidacdo ao longo dossditas, foi o deAdenodolichos huillensis
folhas aquoso, com um valor de 37,47meq / g extract, 20.

Uma vez que a composi¢ao quimica dos diferenteaaas ndo é conhecida, sera necessa-

rio isolar e purificar os diferentes compostos qoads presentes nos extractos.

Palavras-chave: ABTS, DPPH, TBA, Valor peroxidolif-&€iocalteau, Trolox, Antioxi-
dantes, compostos fendlicos.



Abstract

In recent years there has been growing interettardiscovery of new antioxidant com-
pounds from natural sources, apply whether the foddstry and in preventive medicine.

In this work the antioxidant capacity of extractsten medicinal plants from Angola in
different organic solventddymenodictyon floribundupiParinari pumila Tinnea antiscorbutica,
Eragrostis viscosa, Xylopia odoratissinfReucedanum angolendBoscia microphyllaAdeno-
dolichos huillensis, Cassia occidentagi®hus kirki), was studied. The antioxidant capacity was
evaluated by foun vitro methods (ABTS, DPPH, TBA and Peroxide value). Thecentration
of total phenolic compounds in the extracts wasmeined by Folin-Ciocalteau method.

The total phenolic compounds ranging from 40,63/nggextract + 0,00 foEragrostis
viscosain dichloromethane and 549,27 mg / g extract A @¢d Parinari pumilaagueous. The
highest percentage of inhibition of DPPH free raticwhen compared with a solution of Trolox
in the same concentration of extracts (69,79 %48)),was observed in the extractRdrinari
pumilain methanol with a value of 36,19 % + 0,21. Far thethod of ABTS, the highest value
of TEAC and percentage of inhibition was obsenadtifie extractHymenodictyon floribundum
in ethyl acetate, respectively with a value of 3@Kl Trolox / g extract + 0,52 and 5,71% %
0,52. In the test of TBA, the extracts Bérinari pumila and Hymenodictyon floribundurare
among those who were less effective in preventiegoixidation of linoleic acid, although eleven
of extracts have an antioxidant capacity equivalerthat of BHA. For the peroxide value, the
extract with better ability in reduce oxidation ohg the eight days, wasdenodolichos huillen-
sisleaves aqueous, with a value of 37,47meq / cqeixir 019.

Since the chemical composition of different extsastnot known, it is necessary to iso-

late and purify the different chemical compoundsspnt in the extracts.

Keywords: ABTS, DPPH, TBA, Peroxide value, Folire€alteau, Trolox, Antioxidants, phenol-

ic compounds.
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DPPH — 1,1-difenil-1-2-picrilhidrazil
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FC - Folin-Ciocalteu
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H*— Radical de hidrogénio

H,0, — Peroxido de di-hidrogénio

HOCI — Acido hipocloroso

HOBr — Acido hipobromoso
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Kl — lodeto de potassio
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MeOH — Metanol
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RO, — Radical peroxilo
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SE —Erro padréao
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TBHQ - Butilhidroquinona terciaria

TCA — Acido tricloroacético
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TOSC - Capacidade total de remocéao de oxiradicais
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1 INTRODUCAO
1.1 Uso de plantas na medicina tradicional

Desde h& séculos que as plantas tém sido amplamsadas no tratamento de doencas. Na
medicina tradicional o uso de plantas é uma pré&ticaum e o ser humano manifesta cada vez mais
interesse no mundo vegetal, devido ndo sé as pagites terapéuticas que certas plantas manifes-
tam, mas também pelo facto de apresentarem baicd@de (Liet al.,2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OM&igna-se por planta medicinal,
gualquer planta que possui em um ou mais dos sga®s) substancias que podem ser utilizadas
guer para fins terapéuticos quer como precursaaasimtese de farmacos. (Doughetrial., 2008;
Okigbo et al, 2009). Nos ultimos anos tém-se verificado avangentificos envolvendo estudos
guimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais adinalidade de se obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. As plantas além do sema medicina popular com finalidades terapéu-
ticas, constituem um recurso natural de composimsdicamente activosPortillo et al, 2001),
derivados do seu metabolismo secundario e cujéfuna planta muitas das vezes nao é conhecida
(Yesil-Celiktaset al, 2007;0kigboet al, 2009), e que permitem o desenvolvimento de néimpes
macos (De las Herat al, 1998; Wojdytoet al, 2007).

1.2 Preparacao dos extractos

1.2.1 Métodos de extraccdo de compostos de plantas

As plantas produzem uma série de metabolitos sécmsdcom diferentes grupos funcionais.
As categorias de produtos naturais geralmente émacims incluem as ceras e acidos gordos, poliace-
tilenos, terpendides, Oleos essenciais, compostugitos, alcaldides e derivados glicosi- dicos-(Sa
keret al., 2006).

Vérias abordagens podem ser usadas para extrdintpsonaturais das plantas. Embora a agua
seja utilizada como um extractor em varios protogosolventes organicos de diferentes polaridades
séo geralmente usados na extraccao de diferentgmstos organicos das plantas com base nas dife-
rentes solubilidades.

Os procedimentos de extraccdo com solventes incluenaceracdo, extraccdo por solvente
assistida por ultra-sons, percolacdo, extraccdoSemhlet, extraccdo por solvente pressurizado,
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extraccao sob refluxo e destilacdo a vapor. A egfira com solventes baseia-se no principio de qual-
guer extraccéo “liquido - liquido” ou “solido - liglo”. Nesta Ultima, as partes da planta séo celoca
das em contacto com o solvente.

O processo de extracgéo pode ser executado eetdpiss. Inicialmente, o solvente difude- -se
para o interior das células, no passo seguintdiial os metabolitos e por fim difunde-se parafor
das células, enriqguecido em metabolitos extraidosgeral, a extraccdo pode ser facilitada pela tri-
turacdo e por aumento da temperatura (favorecerstdudbilizacdo). A evaporacao dos solventes
organicos ou liofilizacao (de solu¢des aquosag)ira extractos brutos (Pombeiro, 1991).

O processo de extraccdo mais simples e amplameati 1€ a maceracdo. Esta consiste em
deixar a planta mergulhada num solvente apropriagim, recipiente fechado, a temperatura ambien-
te. A principal desvantagem da maceracao € queaegso pode ser bastante demorado, levando até
varias semanas. Além disso quando é efectuadordefexaustiva leva ao consumo de grandes
volumes de solvente e a perda potencial de metaboRor outro lado, como a extracgao é realizada
a temperatura ambiente, € menos susceptivel deiziodddegradacdo de metabolitos termolabeis.

A extraccdo por solvente assistida por ultra-sonsmémétodo de maceracdo modificado, em
que a extraccao é facilitada pelo uso de ultra-96maramente aplicada a extraccdo em grande esca-
la, sendo principalmente aplicada na extraccaanbepequena quantidade de material.

Na percolacéo, o material vegetal em poé € iniciatmmembebido num solvente depois adicio-
nado solvente no topo do material vegetal, pernutia infiltracdo lenta para fora de um coador. A
percolacdo € adequada para a extraccdo inicial grande escala. H4 varias questbes a considerar
quando da realizacdo de uma percolagédo. O tamanlitue o material é triturado pode influenciar o
rendimento, dado que poés finos e materiais commagse plantas que incham excessivamente,
podem obstruir o coador. Além disso, se o0 matedal é distribuido de forma homogénea no reci-
piente, o solvente pode ndo atingir todos os padamaterial e a extrac¢ao sera incompleta. Tempe-
raturas altas melhoram a extrac¢cédo, mas podem &edacomposicdo de metabolitos labeis. Outra
desvantagem da percolacdo é a necessidade de granhaimes de solvente, podendo o processo ser
demorado (Sarkest al, 2006).

A extraccdo em Soxhlet é outra das técnicas usadpEmente na extrac¢do de metabolitos de
plantas. A planta em p6 é colocada num cilindraalelose, no interior de uma camara de extracgao
(extractor de Soxhlet). Um solvente apropriadoiéiadado e aquecido sob refluxo. A principal van-
tagem da extraccdo em Soxhlet € que é um procestionwo, dado que ocorre reposicao de solvente
condensado, além disso requer menos tempo e maantdade de solvente do que os processos de
maceracao e percolagdo. A principal desvantageexilaccdo em Soxhlet é que o extracto € cons-
tantemente aquecido no ponto de ebulicdo do s@wes#do, e isso pode levar a perda de compostos

termolabeis e ou iniciar a formacao de artefactos.



A extraccado com liquidos pressurizados, empregpdeaturas elevadas, e requer altas pres-
sOes para manter o solvente no estado liquido petatturas elevadas. Temperaturas e pressoes altas,
aumentam a penetracao do solvente no material lonaeh a solubilizagédo dos metabolitos, aumen-
tando assim a velocidade e rendimento de extraéddém disso, requer baixas quantidades de sol-
vente, oferecendo uma alternativa mais economazogica do que as abordagens convencionais.
Como o material € completamente seco apos a edtraégossivel realizar extraccdes repetidas com
0 mesmo solvente ou extracgdbes sucessivas cormggdvde polaridade crescente. Uma vantagem
adicional é que a técnica pode ser programavelieooferece maior reprodutibilidade. No entanto,
factores variaveis como por exemplo, a temperateraxtraccao, tempo de extraccao e solvente mais
adequado, tém de ser determinado para cada ar(iésirdoeiro, 1991).

Na extraccdo sob refluxo, o material vegetal é smerum solvente, colocado num balédo de
fundo redondo, que é ligado a um condensador. @5t € aquecido até que atinge o seu ponto de
ebulicdo. O vapor é condensado, e 0 solvente getaonbaldo. A destilacdo por arrastamento de
vapor € um processo semelhante e é geralmentadmpléc extraccdo de 6leos essenciais de plantas.
A principal desvantagem da extraccdo sob refluxdesilacdo por arrastamento de vapor é que 0s
componentes termolabeis correm o risco de serenadizgps.

O processo de extracgdo ideal deve ser exauséip@a, simples e reprodutivel se executado
repetidamente. A seleccdo de um método de extramgguado depende principalmente do tipo de

trabalho a ser realizado e dos metabolitos alviké®a2006).

1.2.2 Escolha do solvente

Nos processos de extraccdo podem-se usar solvardeiweis ou imisciveis em agua, o sol-
vente escolhido deve ter um baixo potencial pai@raacdo de artefactos, uma baixa toxicidade e
inflamabilidade bem como um baixo risco de explogdém disso, devem ser econdmicos e facil-
mente reciclaveis.

Os principais solventes utilizados nos processosxtiaccao (tabelal), incluem desde hidro-

carbonetos alifaticos e clorados, ésteres e alcat@sx agua entre outros (Sarker, 2006).



Tabela 1:indice de polaridade e solubilidade em agua denalgolventes utilizados em processos de extrac-
¢do. (adaptado de Sarker, 2006).

Solvente indice de  Solubilidade em
polaridade agua (%om/m)

n-Hexano 0,0 0,001
Diclorometano 3,1 1,6
n-Butanol 3,9 7,81
Iso-Propanol 3,9 100
n-Propanol 4,0 100
Cloroférmio 4,1 0,815
Acetato de Etilo 4.4 8,7
Acetona 51 100
Metanol 51 100
Etanol 5,2 100
Agua 9,0 100

As extraccdes podem ser “selectivas’ou “totais’sifsnuma extracgdo selectiva, os compos-
tos vegetais sdo extraidos com um solvente de ohaadgade adequada, seguindo o principio de que
“igual dissolve igual”.

Solventes apolares sao utilizados principalmenta palubilizar compostos lipofilicos; solven-
tes de polaridade média séo utilizados na extradedoompostos de polaridade intermediaria e os
solventes mais polares sdo usados para mais caapsares.

Na extraccao referida como “total”, é usado um exal® organico polar, como por exemplo
metanol ou uma mistura aquosa de alcool, numatiemide extrair deste modo o maior nimero de
compostos possivel. Esta baseia-se na capacidasi#véetes alcodlicos aumentarem a permeabili-
dade da parede celular, facilitando assim a exdmeficiente de grandes quantidades de compostos
polares.

Solventes simples ou misturas de solventes podemtifizados nos protocolos de extraccgéao,
como apresentado na figura 1. Contudo na extramgéSoxhlet, é preferivel usar um Unico solvente,
isto porque um dos solventes na mistura pode destiis rapidamente do que outro, levando a uma

mudanca nas proporc¢des de solvente na camarardeggd (Sarker, 2006).



Material vegetal

1. Maceracdo com MeOH
2. Concentrar sob vacuo

Extracto
MeOH

1. Suspender em MeOH 90%
2. Particdo com Hexano ou Eter de Petroleo

Particdo Extracto
MeOH 90% Hexano

1. Concentrar
2. Suspender em agua
3. Particdo em cloroférmio

Particado Extracto
Cloroférmio Aquoso

Figura 1: Esquema geral sobre o procedimento na preparacégtictos, representando o uso de diferentes
solventes. (MeOH) — metanol (adaptado de Sarké&6)20

1.3 Caracterizacéo das plantas utilizadas no estudo

1.3.1 Hymenodictyon floribundum

O Hymenodictyon floribundurffigura 2),é uma arvore de pequeno porte gue cresce nas mon-
tanhas rochosas da provincia da Huila (Angolakepee ao génerblymenodictyongue possui 22
espécies e a famill@ubiaceaeque reune mais de seis mil espécies distribuidasoplo o planeta,
centrando-se a sua expressao maxima a nivel gnsdsponde é representada sobre tudo por plantas
lenhosas cujas cascas sdo usadas no tratamenstadesefebris. A famili®ubiaceagpertencem

também outras plantas de grande importancia coomceéo da planta do cafédffea arabica

5



Estudos fotoquimicos realizados a plantas pertéesenfamiliaRubiaceaerevelaram que as
plantas apresentam uma composicdo quimica maiantante caracterizada por iridoides e alcal6i-
des do tipo indole (Hegnauet al, 1973). Poucos estudos tém sido efectuados ar@égmeno-
dictyon,contudo no que diz respeito Blymenodictyon floribundunfipram obtidos a partir das cas-
cas glicosideos derivados da escopolatina, himeagkscopolina e dé-sitosterol em particular o 3-
O-B-D-glicopiranosilf-sitosterol e a lupenona (Borgesal, 2010). Ainda em relacdo &tymeno-
dictyon floribundunfoi encontrado nas folhas dois novos iridoidefipnbundano A e B, que tam-
bém podem ser encontrados nas cascas e os composhexidos de lupenona, escopoletina e 4,5-
di-hidroblumenol A.

Algumas das espécies pertencentes a este géaerosadas na medicina tradicinal como por
exemplo oHymenodictyon excelsugue € usado como adstringente e febrifugo, tendeetsdo das
cascas desta espécie um apioglucosido da escopglatkerobosideo (Borges, 2008; Borgesl,
2010).

Figura 2: Hymenodictyon floribundum

(http://www.zimbabweflora.co.zw/speciesdata/genus.pf*genus_id=136920 de Junho de 2010).

1.3.2 Parinari pumila

A Parinari pumila (figura 3), € uma planta pertencente a fanillaysobalanaceaegénero
Parinari. Trata-se de uma arvore de pequeno porte que cnescplanaltos da provincia da Huila
(Angola), e é usada com fins medicinais. Por exemghm-se as folhas, frutos, raiz e as casca no
tratamento da tuberculose. O génBeoinari, constituido por cerca de 35 espécies, encontrésse d
perso por trés continentes (Africa, América e Astdumas das espécies pertencentes a este género

sdo usadas na medicina tradicional, apresentanilidades antibacterianas, antimalaricas, antiepi-

6



|épticas entre outras, por exemplo o extracto ndditam da Parinari polyandraalivia as dores de
dentes e actua também como estimulante cardiaco.

A familia Chrysobalanaceaé constituida por 17 géneros e mais de 450 espégessentadas
por arvores e arbustos. A maior parte das espgésultivadas devido aos seus frutos, por exemplo
as folhas das plantas pertencentes a esfétipeia icacpsado usadas como agente diurético e hipo-
glicémico, as sementes da pla@@upeia edulipor exemplo sdo esmagadas e usadas nos bolos de
tapioca (Borges, 2008).

Dos poucos estudos efectuados ao géRarmari, foram identificados como compostos maio-
ritarios os flavonoides e os kauranos muitos d@sscgpresentam actividade antitumoral. As caracte-
risticas quimicas das espécies pertencentes addbhilysobalanaceaacluem flavonoides, triter-
penos e diterpenos, esteroides e taninos

Em relagédo &arinari pumilacolhida emAngola, foram isolados e identificados em extractos
de hexano e tolueno quatro compostos, o fitfksttosterol, a 3pia-amirina e o 18-acetoxi- -16-
hidroxi-entkaurano. Os trés primeiros ja tinham sido isoladddentificados, mas o kaurano é a

primeira vez que é identificado como produto nat{8araiva, 2004).

Figura 3: Parinari pumila(http://www.zimbabweflora.co.zw/speciesdata/genus.p?genus_id=66120 de
Junho de 2010).



1.3.3 Tinnea antiscorbutica

A Tinnea antiscorbuticdfigura 4), € uma planta pertencente a fankiimiaceaes ao género
Lamiaceae Esta € um semiarbusto que cresce no planaltaoaldnpia da Huila e cujas folhas ou
novos rebentos sdo usadas no tratamento e prevéagigrorbuto (Bossard, 1996). O gérErmea
engloba 19 espécies, todas de origem africanaulalig respeito a familllamiaceaegsta abrange
cerca de 200 géneros e 3200 espécies, na suaanaieas e arbustos, raramente arvores. Muitas
dessas espécies sdo aromaticas e caracterizam-gesgairem 0Oleos essenciais, além disso podem
ser usadas como plantas medicinais, como por epeanpeédroneladedronella triphylld, usada na
indUstria cosmética e cujos rebentos podem seioasammo anti-sépticos, ou na culinaria como por

exemplo a salvaSalvia officinali e o rosmaninhdRosmarinus officinal)js(Borges, 2008).

Figura 4: Tinnea antiscorbutica
(http://www.aluka.org/action/showContentimage?doi=106555/AL.AP.SPECIMEN.G00018008&pgss20 de Junho
de 2010).

A maior parte dos géneros da famli@amiaceaesdo uma boa fonte de terpendides, mas tam-
bém apresentam na sua composicdo quimica flavanGtkns essenciais e esteres de acido cafeico.
Algumas plantas desta familia apresentam diterpeawsactividade antitumoral (A&t al, 2000).

Nas plantas pertencentes a familamiaceaepodem ser encontrados raramente alcaléides, flavo-
noides, lignanos e terpenos (Borges, 2008).

Recentemente foram isolados trés novos clerodarisdgorbuticano A, B e C), a partir do
extracto metandlico d&innea antiscorbuticage os compostos conhecidos glutinol, friedelina; 5,7
diidroxiflavanona (pinocembrina), 5-hidroxi-3,6,7#étramethoxiflavona, 5-hidroxi-3,6,7,3,4'-
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pentamethoxiflavona (artemetin), 5,4’-dihidroxi-3,&’-tetramethoxiflavona (penduletina) e 5,3,4'-
trinidroxi-3,6,7-trimethoxiflavona (crisosfenol MBorges, 2008).

1.3.4 Eragrostis viscosa

A Eragrostis viscosdfigura 5), € uma espécie vegetal pertencentendifaPoaceae(= Gra-
minea@ e génerderagrostis.A familia Poaceagformada por plantas monocotiledoneas, consiste em
mais de 600 géneros e aproximadamente 9000 esp&demilia pode ser dividida em seis subfami-
lias (Pooideae, Panicoideae, Bambusoideae, Arundinoid@agoideaes Chloridoidead, com base
nas diferencas anatémicas das folhas. Essas difeyarstruturais especificas reflectem diferencas
funcionais distintivas e tém sido relacionadas e@mias vias fotossintéticas que existem na familia
PoaceaeA Eragrostis viscos@& mais especificda Africa do Sul, no entanto esta espécie foi tam-
bém assinalada no norte dos Camardes onde ocatcegom outras oito espéciEsagrostisanuais
espontaneas, que surgem nos campos de cultivgo@sa, milho, sorgo e amendoim. Fora da Afri-
ca, variantes d&ragrostis viscoséoram tambénassinaladas na Malasia.

Figura 5: Eragrostis viscosa
(http://www.aluka.org/action/showCompilationPage?doi10.5555/AL.AP.COMPILATION.PLANT-NAME-
SPECIES.ERAGROSTIS.VISCOSA 20 de Junho de 2010).

Em Angola esta espécie encontra-se nas zonasnie dimi-arido, regido sudoeste do pais. O
povo autoctone da regido faz um uso etnofarmaamodesta espécie devido ao efeito nocivo que
causa as cobras, além disso 0 gado ndo a conmez, thdvido ao facto de que por ser viscosa (aderen-

te), esta nao Ihe saiba bem ou por outra razaa @oddescobrir (Sebastigabal, 2010).



O génerdEragrostisesta pouco estudado quimicamente, a maior paitdatanacao cientifica
refere-se aos aspectos botanicos e ambientaiso@®$p estudos quimicos efectuados estdo virados
para a avaliacdo do valor nutritivo, ou seja deiteaigiio dos componentes do metabolismo primario
tais como aminoacidos, proteinas, minerais, fierase outros. Quanto aos metabolitos secundarios,
apenas algumas espécies foram estudadas como smadaBsagrostis ferrugineacujas raizesao
usadas em certas regides da Coreia no tratamenuiiatoztes.

O estudo de extractos #&sagrostis viscos&m tolueno, hexano e diclorometapermitiu iso-
lar dez compostos com predominancia para compdgrpénicos com esqueleto labdano. Sete des-
tes compostos sdo 8,15-epoxilabdano, um novo #péter ciclico, que foram caracterizados como
novos compostos naturais (8,15-epoxi-16-norlabda6eacetoxi-8,15-epoxilabdano, 8,15-epoxi-16-
norlabdan-13-ona, &cido 8,15-epoxilabdan-16-6ico,15-&poxilabdan-16-ol, 8,15-epoxi-16-
norlabdan-16-ol, e 8,15-epoxilabdan-16-oato delo)etDs trés restantes compostos foram identifi-
cados como sendo compostos ja conhecidos (0 (p14-trinorlbdan-13,8-olida (ambreinolida),
3B-(3”,4"-dihidroxi)-(E)-cinamoiloxilup-20(29)-eno e o 3-(2',3',4’,6'-tetra-acetilp-D-
-glucopiranosiloxi)B-sitosterol) (Sebastido, 2007; Sebastidao et alQR0

1.3.5 Xylopia odoratissima

Xylopia odoratissimdfigura 6), € uma planta pertencente a fanfliemonaceaeyma familia
de plantas floridase ao génerXylopia (Robson, 1960; Fernandes, 2003). Este génerostittiodo
por cerca de 160 espécies, comXydopia aethiopica Xylopia frutenscensXylopia brasiliensis
Xylopiagrandiflora, entre outras, que ocorrem nos trépicos, especidnmenAfrica, Asia e América
central e do sul (Moreiret al, 2003).

Varios extractos d&ylopia,tem demonstrado propriedades anti-sépticas, anedgés insecti-
cidas. Por exemplo dylopia aethiopicapode ser usada no tratamento de infec¢des da peléra-
tamento da tosse e febreXgopiabrasiliensis uma arvore de grande porte localizada no sudeste
Brasil é utilizada na medicina popular como sedagianalgésico eXylopia aromaticauma arvore
de pequeno porte encontrada na América centraluld@ujo fruto é usado em produtos alimenti-
cios, perfumes e cosméticos, devido ao seu ar&t@slienket al, 2004;Karioti et al, 2004).

Vérias partes dXylopia aromaticatem sido objecto de estudos quimicos, por apresenta
véarias classes de produtos naturais, incluinddéttes, acetogeninas e diterpenos. As acetogeninas
annonacias, possuem actividades bioldgicas intemtss tais como: antimicrobianas, antiparasitas,
anti-tumorais, citotoxicas e pesticidas. Actuanopakenos em parte como poderosos inibidores do
glutamato-dependente mitocondrial da respiracadonmansiferos e insectos, especificamente inibem

o NADH: actividade da ubiquinona oxidoreductasejdal todas as acetogeninas parecem inibir. Na
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raiz da Xylopia foram isolados flavondides com actividade antitdéwacida contra as estirpate
Staphylococcus aureus, Bacillus subtdiMycobacterium smegmati® extracto de éter de petroleo
da raiz apresenta propriedades antimicrobianasindlaimatoérias e oxitocicas (apresentam a mesma
accao que a oxitocina) (Fernandes, 2003).

|
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Figura6: Xylopia odoratissima
(http://www.aluka.org/action/showMetadata?doi=10.555/AL.AP.SPECIMEN.COI00004885 20 de Junho de 2010).

1.3.6 Peucedanunmangolense

O Peucedanum angolengeuma planta pertencente a famiipiaceae também conhecida
como Umbelliferaee ao génerdeucedanumO géneroPeucedanumencontra-se distribuido pela
Europa, Asia e Africa, e é caracterizado por pogautios achatados com asas laterais mais ou menos
desenvolvidasSpalik et al, 2004; Leeet al, 2000).A familia Apiaceae apresenta caracteristicas
botanicas peculiares tais como inflorescéncias @md de umbela (inflorescéncias em forma de
guarda chuva), e frutos secos especializados dogd@m dois mericarpggossui cerca de 450 géne-
ros e 3700 espécieglfouet al, 2009;Miyazawaet al, 199§.

As plantas pertencentes a esta familia, enconteaawgplamente distribuidas em regides de
clima temperado onde muitas vezes sao utilizadam @speciarias e drogas, devido a presenca de
metabolitos secundarios como cumarinas, 0leos esser sesquiterpenos. Por exempleniceda-
numjaponicum apresenta propriedades diuréticas, laxativaslatisas e d?eucedanum praerupto-
rum, € usado na medicina tradicional chinesa em dthistsiralimentares e dores no peito. Relativa-

mente ad’eucedanum angolensg&o existem estudos sobre a sua composicao quiNackgura 7
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encontra-se representado um exemplo de uma pRateeédanum palustrepertencente ao género

Peucedano.

Figura 7: Exemplo de uma plant®¢éucedanum palustrepertencente ao géndPeucedanum
(http://www.floracyberia.net/spermatophyta/angiospemae/dicotyledoneae/apiaceae/peucedanum_palustre.Htm
20 de Junho de 2010).

1.3.7 Boscia microphylla

A Boscia microphyllgfigura 8), € uma planta pertencente a fan@lapparaceage género
Boscia.A familia Capparaceaegossui cerca de 40-45 géneros e 700-900 espéajes, membros
apresentam uma diversidade consideravel no quesiieito ao local onde habitam, sendo mais visi-
vel em habitats tropicais sazonalmente secos, teaisticas florais e fruticolas. Por exemplo asipla
tas dogéneroCleome pertencente a famili@apparaceagapresentam diversas propriedades medici-
nais importantes, sendo Uteis no tratamento deepsos inflamatoérios e do reumatismo, além disso
manifestam propriedades analgésicas, antioxidantéesi-bacteriana (kL et al, 2002; Albarelloet

al., 2006).Relativamente a esta plantéio existem estudos sobre a sua composi¢éo quimica.
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Figura 8: Boscia microphyllghttp://www.biodiversity.org.na_treeatlas_ SpPDFs_Spg4

; 20 de Junho de 2010).

1.3.8 Adenodolichos huillensis

O Adenodolichos huillensig¢figura 9), pertence a familiRabaceaetambém conhecida por
Leguminosaeg ao géneréddenodolichosA Fabaceae a terceira maior familia de plantas no mun-
do, compreendendo cerca de 730 géneros e 19 386iespGrande parte da diversidade de espécies
de Fabaceaeesta concentrada nas regides tropicais e subdtiepistaet al, 2009; Estrellaet al,
2010). A maioria das plantas pertencentes a esta fampitissui flores que sdo caracterizadas por
terem um uUnico eixo de simetria.

A Caesalpinia bonducé uma planta, abundante nas regides tropicaidteopicais da Asia,
usada na medicinal tradicional. Os extractos aguesetanolico das suas sementes possuem efeitos
hiperglicémicos na diabetes tipo 2, além dissaas;fes aquosas, metandlicas e de acetato de etilo
apresentam actividade contra o crescimantotro de uma variedade de bactérias patogénicas e fun-
gos.

O génerdCanavalig um outro exemplo pouco conhecido da fanftbdaceae possui cerca de
50 espécies e apresenta importantes aplicacdesrs@s/partes das plantas, das diferentes espécies
sdo Uteis na alimentacdo humana, forragem, adubegéatrole de erosao, e producdo de produtos
farmacéuticos e fitoquimicos (Wagstaff al, 1999;Citerneet al, 2006; Sahai, 2008). No que diz

respeito ao génerddenodolichosndo existem estudos quimicos.
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Figura 9: Adenodolichos huillensighttp://actd.iict.pt/view/actd:LISC001902; 20 de Junho de 2010).

1.3.9 Cassia occidentalis

Cassia occidentaliffigura 10),também conhecida conenna occidentali®€ uma planta per-
tencente a familiheguminosaetambém conhecida conkabaceaee ao géner&assia.Este género
possui entre 500-600 espécies, a maioria provesset América. Na Africa o géne@assiaé
encontrado principalmente nas florestas humidasagericsta espécie vegetal apresenta-se como uma
planta semi-lenhosa anual em areas tropicais ow ecomarbusto, por vezes um arbusto perene de
curta duragdo em areas geladas (Nethal, 2008; Soket al, 2010).

Na medicina tradicional, as raizes, folhas e ca@essido amplamente utilizadas como laxan-
te, analgésico, diurético, hepatoprotector, e Vieigoi sédo também usadas como antidoto para varios
tipos de venenos e como um poderoso abortivo. lgérhdi a infusédo das folhas @assia occidenta-
lis é usada por curandeiros locais no tratamento patites o potencial do extracto das folhas pode
estar relacionado com a sua capacidade antioxiddot®eru, as raizes sao utilizadas como um diu-
rético e é feita a decoccdo para tratar estadoss fédragdoet al, 2009; Barbosa-Ferreirt al.,
2010;Yadavet al, 2009; Silvaet al, 2003). No Brasil, as raizes sdo considerada® aomtonico,
diurético e sdo usadas no tratamento de estados, fefberculose, anemia e problemas de figado. Na

regido oeste da Africa a planta é usada principaieneo tratamento do estado febril.
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Figura 10: Cassia occidentalighttp://plantes-

rizieresguyane.cirad.fr/dicotyledones/caesalpinia@®/senna_occidentalis20 de Junho de 2010).

Esta planta apresenta alguns compostos toxicos eamtmumina toxica e crisarobina, isolados
das sementes. Pode ser encontrada em campos de tsiga, e as sementes sdo semelhantes em
tamanho e densidade aos graos das culturas, sssido @uase impossivel evitar a mistura de graos
durante a colheita (Chukwujekvat al, 2006; Medouat al, 2007). A planta é tambétaxica para
animais de varias espécies tais como bovinos, swenaves, sendo as lesées mais importantes a
degeneracdo e necrose dos musculos estriadosiaccarfiodas as partes da planta sdo toxicas, mas
a maior toxicidade € encontrada nas sementes. Assiomtaminacdo de racdes para aves e gado é
um grande problema veterinario. Quando torradasidas, as sementes sdo utilizadas na preparacao
de uma bebida semelhante ao café, contudo as bghielparadas a partir de sementes néo apresen-
tam qualquer risco de toxicidade para os consuragddevido ao facto de que o procedimento tradi-
cionalmente utilizado eliminar o factor toxico dsmmentes e a agua utilizada como solvente, ndo
extrair a toxina para a bebida. As semente€assia occidentalisdo uma fonte de galactomanana,
este composto é utilizado em diversas industréas,como a do papel, alimentar, em produtos cos-
méticos e farmacéuticos, em tintas, na perfuragédpogos e minas e em explosivos (Shesthal,
2009;Tasaket al, 2000; Guptat al, 2004; Damroret al, 2001).

A maioria dos compostos daassia occidentalisnclui: acrosina, aloe-emodina, emodina,
antraquinonas, antronas, apigenina, aurantiobtus@apesterol, cassiolina, criso-obtusina, acido
crisofanico, crisarobina, crisofanol, crisoeriolea@s essenciais, funiculosina, galactopiranosil; he
mintosporina, islandicina, kaempferol, &cido ligéoco, &cido linoleico, &cido linolénico, manitol,
manopiranosil, mateucinol, obtusifolina, obtusidajdo oleico, fisciona, quercetina, ramnosidos,
reina, rubrofusarina, sitosterois, taninos e xaméorA natureza e a quantidade da maioria dos com-

postos varia de acordo com o clima. Por exempldesafolhas e casca e raiz@assia occidentalis
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da Costa do Marfim (Africa), contém pequena quadkdde saponinas, esterdis, triterpenos, quini-
nas, taninos, flavonoides e ndo apresenta alcaldide

As sementes e raizes sao ricas em antraquinones élimitadas, mas as quantidades em geral
diferem acentuadamente, o contetdo de antraquimamaor nas sementes do que nas folhas. A par-
tir do extracto etandlico da planta inteira, € pesdsobter o 3,2'-dihidroxi-7,8,4'-trimetoxi-flavarb-
O-{beta-D-glucopiranosil-(1-->2)}beta-D-galactopm@sida. Das partes aéreas@ssia occidenta-
lis, é possivelsolar trés novos flavonéides C-glicosidicos (@sstidentalins A, B e C) (Yadaat
al., 2010).

1.3.10Rhus kirkii

Rhus kirkii(figurall), é uma espécie vegetal pertencente difaAnacardiaceaes ao género
Rhus,que pode ser encontrada na Angola, nomeadamepi®@viacia de Huambd&umacé o nome
comum atribuido as espécies do génRehus este contém mais de 250 espécies de plantas que

podem ser encontradas em regifes de clima temperadpical.

Figura 11: Rhus kirkii(http://actd.iict.pt/view/actd:LISC001411; 20 de Junho de 2010).

Varias espécies tém sido utilizadas para fins nreal; por exemplo Rhus glabraé tradicio-
nalmente usada por povos nativos da América de marttratamento de doencas bacterianas como a
sifilis, gonorreia, disenteria e gangrena. Os ektsade plantas pertencentes ao géRidras apre-
sentam uma variedade de propriedades biolégicaseadamente propriedades anti-fungicas, anti-
inflamatorias, anti-bacterianas, antivirais, antiextes, antimalaricas e anti-tumorais. Por exemplo

extractos etandlicos obtidos a partir da madeirRlues vernicifluaexibiram forte capacidade antio-
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xidante em culturas de células neuronais (Retyal, 2007). No que diz respeito a esta planéo

existem estudos sobre a sua composi¢cao quimica.

1.4 Radicais livres

De acordo com Halliwell, radical livre € qualgquspécie (atomo ou molécula), capaz de exis-
téncia independente e que contém um ou mais edscttésemparelhados, numa orbital atbmica ou
molecular (Halliwellet al, 2008). Existem nos sistemas vivos, muitos raglioaes embora a maio-
ria das moléculam vivo ndo sejam radicais. Os radicais podem ser formpdioperda de um elec-
trdo de um composto quimico, ou por quebra de igaedo covalente, em que um electrdo do par de
ligacdo permanece em cada atomo. Este processpohéado como quebra homolitica da ligacao
covalente, e a energia necessaria para dissogagdks covalentes pode ser disponibilizada pelo
calor, radiacdo ultravioleta ou radiacdo ionizaAssim seA eB forem dois atomos ligados covalen-
temente (representa o par de electrées), a quebra honaoditieeterolitica da ligacdo pode ser repre-

sentada pelas equacgdes 1 e 2 respectivamentenélbdit al, 2008):

A:B< A+ B ( Quebra homolitica da ligacio covalente) (eq. 1)

A:B<= A"+ B (Quebra heterolitica da ligacio covalente) (eq. 2)

1.4.1 Actividade dos radicais

Quando dois radicais livres se encontram, estesrpqdntar os seus electrées desemparelha-
dos para formar uma ligacdo covalente, como no das@accao entre dois radicais de hidrogénio
(H®*) em que se forma a molécula dg No entanto, quando um radical livre reage comcampos-
to ndo radicalar, forma-se um novo radical e neistiacado podem ocorrer reac¢cdes em cadeia. Con-
siderando X um composto radicalar, este ao reagir com um cetoptio radicalar (Y), pode actuar
de quatro maneiras diferentes (Hallinetllal, 2008):

1. Pode adicionar-se ao composto ndo radicalar (¥jndado um aducto com um electrdo
desemparelhado (equagéao 3):

X*+Y — [X-YT (eq. 3)
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2. O composto radicalar pode actuar como agente nedidando um electrdo ao composto nao

radicalar (equacao 4):

X +Y—» X+Y"™ (eq. 4)

3. O radical pode actuar como agente oxidante, renttmvam electrdo do composto néo radica-

lar (equacéo 5):
X +Y—> X+Y* (eq. 5)

4. O radical pode remover um atomo de hidrogénio de ligacdo C-H de um composto nédo
radicalar (equacao 6):

X® + H-CH; —» XH +°CHs (eq. 6)

1.4.2 Oxigénio e os seus radicais

A evolucao dos processos metabdlicos aerébioscoam® a respiracao e a fotossintese, inevi-
tavelmente conduziram a producao de espéciesvasate oxigénio (ROS). Por exemplo, a adi¢cao
de um electrdo a molécula de oxigénig)(@orma o radical anido superéxido,{Q (Apel et al,
2004; Maté=t al, 2000; Valkeet al, 2007)

Em 1954 Rebeca Gerschman vereficou que os efesodtantes do ©Onas células eram devi-
dos as espécies reactivas de oxigénio (citado pareSet al, 2005). O termo espécies reactivas de
oxigénio (ROS), inclui ndo s6 os radicais de oxigénas também alguns derivados de oxigénio ndo
radicalares que podem originar radicais, tais conperoxido de di-hidrogénio ¢g@,), acido hipo-
cloroso (HOCI) e o ozono ¢P A tabela 2 apresenta algumas das espéciesviasacte oxigénio.
Posteriormente foram identificadas espécies reetile azoto, cloro, bromo e enxofre (Hallivell
al., 2008; Gomest al, 2005).

As espécies reactivas de oxigénio e azoto (RNSgrmdpenham um papel fundamental nos sis-
temas biolégicos uma vez que podem ser benéficgasogasistemas vivos mas também prejudiciais.
Apresentam um comportamento paradoxal na sua furioigica dado que por um lado auxiliam o
sistema imunoldgico, mediando a sinalizacdo cekildesempenhando um papel essencial na apop-
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tose, e por outro lado podem danificar biomolécutgsortantes nas células (Seifrietlal, 2007;
Valkoet al., 2006).

Tabela 2: Algumas das diferentes espécies reactivas demrigédaptado de Halliwedt al, 2008).

Radicais N&o radicais
Anido superéxidqO;") Peroxido de di-hidrogéni@,0,)
Hidroperoxilo(HO") Ani&o peroxinitrito(ONOQO")

Hidroxilo (HO") Acido peroxinitrosq ONOOH)
Peroxilo(ROy) Anido nitrosoperoxicarbona{l®@NOOCO;)
Alcoxilo (RO") Acido hipoclorosqHOCI)

Anido carbonatdCO3") Acido hipobromosgHOBT)

Aniado diéxido de Carbon(CO,") Ozono(03)

1.4.3 Producédo de ROS e RNS

A producédo de ROS é importante para a manutencéordaostase do oxigénio nos tecidos. A
homeostase do oxigénio (equilibrio entre oxidaetestioxidantes), € mantida através de uma série
de reacc¢fes de oxidagdo-reducdo, envolvendo ddrénsia de electrdes entre duas espécies quimi-
cas. as que perdem electrdes (sdo oxidadas) eeagamiham electrdes (sdo reduzidas). Quando a
homeostase ndo é mantida, o ambiente celular riicatess oxidativo. Em termos celulares, o stress
oxidativo é definido como um excesso de ROS dismdmia célula (Gomest al, 2005; Kregekt
al., 2006).

A nivel celular, as espécies reactivas de oxig@oidem ser obtidas tanto a nivel enddgeno
como exdégeno. A nivel endégeno uma das principaite$ de radicais livres € a mitocondria (figura
12). Durante o processo de sintese de ATP, vesfca reducdo de,@ agua por um mecanismo
gue envolve quatro electrdes. Contudo pode ocarreducdo de £Oapenas com um ou dois elec-
trées originando-se £ ou HO, que pode depois ser convertido em ROS. Na mito@na semi-
ubiquinona também é responsavel pela formacéo dieais livres em particular de,D (Valko et
al., 2006; Ji, 1999; Cadenasal, 2000). A producao pode também ocorrer a nivektioulo endo-
plasmatico (figura 12), onde a NADPH-citocromo P4&@uctase pode ceder electres aa&nhdo
origem ao anido superoxido. Os sistemas contenddHzAe citocromobs, também podem ceder
electrbes ao oxigénio molecular, originado o arséperoxido. A producéo intracelular de ROS

inclui também as reaccdes que envolvem oxidasepatogisomas (figura 12), em particular a xan-
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tina oxidase, que catalisa a oxidacédo da xantipaxhntina ou acetaldeido a acido urico, composto
este que por sua vez leva a producao de radicat®ugo. Enzimas do citocromo P450 (figura 12),
também estdo envolvidas na producao de radicaeslie oxigénio. No que diz respeito a producao
exdgena de ROS, existe uma variedade de estimwodvalos nomeadamente a radiacao (ultravio-
leta (UV), raios X e radiacbes gama), reaccoedisatias por metais (reaccado de Fenton que origina
o radical hidroxilo), as infeccbes por organismasogénicos o que leva a activacdo de células
envolvidas no processo inflamatério (neutréfiloacndfagos e eosindfilos). Estas células usam o
oxigénio para produzir radicais livres como o arséperéxido e também HOCI e®; (Matéset al,
2000). A exposicao a xenobioticos em particular postos clorados, agentes carcinogénicos e barbi-
turicos também promove a producdo de ROS. Altemg@etemperatura e a presenca de toxicos
ambientais (herbicidas/insecticidas) sdo exempéosahdicbes exdgenas que levam a producdo de
ROS (Del Ricet al, 2002; Blokhineet al, 2003; Kouakou-Siransst al, 2010; Gomest al, 2005;
Drogeet al, 2002; Araet al, 2009).

_ Peroxisoma |

GSSH

P430 \ GR

oxidase I"-.
" Oxidases
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02 -—___ oxidase e
— i
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Figura 12: Representacéo dos principais mecanismos de defiegaatica das espécies reactivas de oxigénio, bem
como algumas das fontes de origem. RE- reticulogadméatico; MPO- mieloperoxidase; GSH- glutaticeduzi-
da; GR- glutationa reductase; GSSH- glutationaadéd SOD- superéxido dismutase; CAT- catalase; GfXa-

tiona peroxidase (Matés et al., 2000).

Relativamente as espécies reactivas de azotojstemas bioldgicos estas tém origem princi-

palmente a partir do oxido nitrico gerado por acgéas sintetases do Oxido nitrico (NOSSs). Estas
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enzimas provocam a reducéo da arginina a citrutioin, formacgéo de N éxido nitrico). Este radi-
cal ao reagir com 0 £, origina o anido peroxinitrito (ONOY) da reac¢do com dorma-se o radi-
cal dioxido de azoto 2NS) e da reaccdo com outra molécula de’ N@rma-se o radical aniéo hipo-
nitrito (ONNO") (Valko et al, 2007; Halliwellet al, 2008).

A nivel das plantas, estas produzem continuamef@® Bomo subprodutos de varias vias
metabdlicas localizadas em diferentes compartinseo¢tulares, e também através da activacédo de
varias oxidases e peroxidases. Sob condi¢desdijgoals estaveis, as ROS sao eliminadas por dife-
rentes componentes de defesa antioxidante queceateamm por vezes confinados em compartimen-
tos especificos. O equilibrio entre a producaoetmainacdo das ROS pode ser perturbado por uma
série de factores ambientais de origem bidticapstgs por outros organismos, por exemplo infec-
céo por virus, fungos ou bactérias, levando a p@&alde ROS que vao actuar directamente sobre os
microrganismos; ou abiotica, decorrentes de umsscaceu défice no ambiente fisico-quimico, como

por exemplo baixas ou altas temperatura, e a lisdade (Apelet al, 2004; Garat al, 2003).

1.4.4 Efeitos biologicos das ROS e RNS

A nivel dos efeitos bioldgicos, as espécies reastide oxigénio e de azoto estao envolvidas em
diferentes funcdes bioldgicas tais como a transuldedsinal, neurotransmissao, relaxa¢do do muscu-
lo liso, inducdo da apoptose, agregacédo palquetdalelacdo da pressdo sanguinea, controlo do
sistema imunologico, processos de aprendizagemmeon® regulacdo do crescimento celular e
metabolismo de xenobidticos (Gometsal, 2005; Apeleet al, 2004). Podem também ser usadas
como marcadores de infertilidade masculina (Agaetall, 2006). No entanto quando s&o produzi-
das em quantidades elevadas ou as defesas amtigdastdo em défice, estas espécies reactivas
tornam-se prejudiciais, provocando a oxidacdo dmbiéculas tais como lipidos, proteinas, glucidos
e acidos nucleicos (Ogunlaetal, 2008). Além disso as espécies reactivas estdioéa envolvidas
no envelhecimento e estabelecimento de algumas;des@omo cancro (Matés al, 2000; Nishika-
wa, 2008), diabetemsellitus (Maritim et al, 2002) asma, arteriosclerose, doencas neurodegenerati-
vas como Alzheimer e Parkinson (Kumagdral, 2006), artrite reumatoéide (Elmasttsal, 2007), e
doencas cardiovasculares (Leteal, 2003; Kumaret al, 2007; Jeongt al, 2010; Naphadet al,
2009; Araet al, 2009; Benziet al, 2003; Valkeet al, 2007).
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1.4.5 Mecanismos de destoxificacdo das ROS e RNS

As propriedades citotoxicas das ROS e RNS, levaaantdesenvolvimento de mecanismos
enziméticos e ndo enzimaticos de destoxificacataslespécies reactivas. O mecanismo de defesa
enzimético (figura 12), actua por remocéao direcs espécies reactivas. Este mecanismo de defesa
primario inclui as enzimas superoxido dismutasep@lutationa peroxidase (GPX ou GSK)}P
catalase (CAT), tioredoxina reductase e peroxidasascorbato (APX). A SOD, uma metaloenzima
gue existe sob duas isoformas intracelulares: SOBreezinco (CuZnSOD) e SOD manganés
(MnSOD), catalisa a dismutagdo do anido superdxigeréxido de hidrogénio e oxigénio, de acordo
com a equacao 7 (Matésal, 2000):

50D eq. 7
205 + 2H" — H,0, + 0, ( 9 )

A CAT apresenta como substrato ¢4, provocando a reducdo deste composto a agua e oxi-
génio molecular (¢, de acordo com a equacao 8. Reage também comedatmatomos de H como

por exemplo fenois, acido formico metanol e etadelacordo com a equacao 9 (Mateal, 2000):

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0, (eq. 8)
CAT
ROOH + AH, — H,0 + ROOH + A (eq. 9)

A GSH-R, catalisa a reducéo de trés espécies reactivaxige de hidrogénio, hidroperoxi-
dos lipidicos (equacgao 11), e peroxinitritos. THsgade uma enzima dependente de selénio (quatro
atomos de selénio), que acelera a oxidacédo datighaa(GSH) pelo peroxido de hidrogénio (equa-

¢cdo 10), que é convertido em agua (Matesl., 2000):

GRX
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (eq. 10)
GPX
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0 (eq. 11)

A tioredoxina reductase é uma enzima capaz de ireddz e NO, usando tioredoxina como
substrato. A APX, permite a remocao dgop] para tal requer ascorbato e o sistema de reggitera
da GSH (ciclo ascorbato-glutationa). Alguns dos postos que fazem parte do mecanismo nao

enzimatico sdo nomeadamente o acido ascoérbicanwigaC), a-tocoferol (vitamina E), glutationa
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(GSH), B-caroteno, bilirrubina, vitamina A, compostos feog$ e acido urico. (Apelet al, 2004;
Blokhinaet al, 2002; Halliwellet al, 2008; Ogunlanat al, 2008; Laguerret al, 2007).

1.4.6 Oxidacdo lipidica

Os lipidos podem ser oxidados, halogenados oursairaitracdo por uma variedade de espé-
cies reactivas. A peroxidacao lipidica € um prozessnplexo que ocorre na presenca de iniciadores
como os radicais livres, calor, luz e ibes met8liddode ocorrer por trés via reaccionais, (i) auto-
oxidacao ndo enzimatica mediada por radicais li\iggoto-oxidacdo ndo enzimatica e nao radica-
lar e (iii) oxidacdo enzimatica, provocando assineterioracdo oxidativa de &cidos gordos polinsa-
turados (PUFAS). Estes sdo &cidos gordos que cahiési ou mais ligagdes duplas. Os acidos gor-
dos monoinsaturados e mesmo os saturados tambémsai oxidados, contudo é mais dificil (Hal-
liwell et al, 2008; Laguerret al,, 2007).

Na auto-oxidagdo formam-se hidroperoxidos e conmgogtlateis através de trés fases:

1) Iniciacdo: Esta envolve a quebra homolitica do hidrogénipasicaoa relativa-
mente a ligacdo dupla no acido gordo polinsatufaét), de acordo com a equa-
¢cao 12. Esta fase pode ser iniciada por factoresreos como calor, radiagc&o ioni-
zante e agentes quimicos como i6es metalicos aiadieres e metaloproteinas.

LH T ey g (eq. 12)

2) Propagacédo:Nesta fase, e em condicdes aerébias, o carbomadital L* reage
com o oxigénio molecular, originando espécies mdies peroxilo (LOO, que
depois remove um outro hidrogénio de um outro agmiolo polinsaturado (H),
formando hidroperéxidos (LOOH) e um novo radicalopédo (L%.), que reage de
igual modo com o oxigénio molecular (equacao 18pré assim a chamada reac-
¢cdo em cadeia, e a producdo maxima de peréxidasarodnicio da fase de termi-

nacao.

v

(1) L'+ 0, = LOO" (eg. 13)
(2) LOO* + L_H — LOOH + L,
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3) Terminacdo: Nesta etapa dois radicais livres combinam-se fodmaprodutos
estaveis (equacao 14), tais como hidrocarbonetdsjdas, alcoois e acetonas
volateis (Laguerret al, 2007; Blokhinaet al, 2002).

L*+ L% > LL,
LOO® + L* — LOOL Produtos estaveis  (eq. 14)
LO0®* + LOO* = LOOL + 0O,

As membranas que rodeiam células e organelos pusgamndes quantidades de PUFAs e por
isso encontram-se sob constante risco de sofreeemxidacéo lipidica. Esta contribui para o decrés-
cimo da fluidez das membranas, aumento da perndsdel a substancias que normalmente néo
atravessam as membranas, e lesdes nas proteindsanares, enzimas e canais ionicos. Os acidos
gordos que circulam na corrente sanguinea podetnétansofrer oxidagcdo. Como a peroxidagéo é
responsavel pela degradacdo de PUFAs, uma mareisaaliar a oxidacdo consiste em seguir o
desaparecimento dos PUFAs, uma vez que se formanogliconjugados que absorvem radiacéo
ultravioleta na zona dos 230 a 235 nm (Halliveglal, 2008).

A oxidacédo de lipidos provoca a rancidez dos altogedurante a sua manipulacdo e armaze-
namento. A rancidez conduz a formacdo de compagtesios alimentos sdo responsaveis por alte-
racdes do sabor, textura, proteinas e destruic@mnil@acidos essenciais, diminuindo o valor nutri-
tivo dos alimentos. O controlo e monitorizacdo @eogidacao lipidica durante o processamento e
armazenamento dos alimentos sdo fundamentais dewidaumento de alimentos pré-preparados
(Halliwell et al, 2008; Uluet al, 2004; Guillén-Sanst al, 1998).

1.5 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que apresentamamapicacdes tais como a preservacao e
controlo da qualidade dos alimentos, preservacaobdes de arte, aplicacdes no fabrico de borra-
chas, tintas, plasticos, performances de combusg&v@eos lubrificantes. (Halliwedt al, 2008).

O termo antioxidante, refere-se a qualquer comp@stdgeno ou enddgeno, natural ou sintéti-
C0), que em pequenas concentracdes, quando em rEm@@aOomM 0 composto alvo a ser oxidado,
atrasa, remove ou previne a oxidacao deste (Hélleval, 2008; Gilgun-Sherlet al, 2002; PoljSa-
keet al, 2008; Maisuthisakudt al, 2007; Laguerret al, 2007).

A nivel da medicina e bioquimica, antioxidantes ednimas ou substancias organicas capazes

de neutralizar os efeitos nocivos da oxidacao ecslds animais (Huangt al, 2005). Na escolha de
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um antioxidante que previna a oxidacdo em emuligdielicas, ha que ter em conta as propriedades
do antioxidante. Antioxidantes hidrofilicos em desao pouco eficazes em termos de protec¢céao de

lipidos em emulsdes (Schwaetzal, 2000).

1.5.1 Classificacdo e modo de accao dos antioxidantes

Uma vez que os antioxidantes podem ser classificadoacordo com as suas propriedades
durante as diferentes etapas no processo de ogida¢éna vez que actuam por diferentes mecanis-
mos, estes podem ser divididos em dois grandes tipoantioxidantes: antioxidantes primarios e
secundarios. Os antioxidantes primarios inibemetardam a oxidacao, por cedéncia de atomos de
hidrogénio ou electrbes aos radicais livres, cdenelo-os em compostos mais estaveis. Estes antio-
xidantes sdo considerados agentes redutores, umgueecedem electrées ou atomos de hidrogénio
aos radicais. Os antioxidantes secundérios actuartigacdo a ides metalicos necessarios a forma-
cdo de ROS, remocédo de oxigénio das espéciesvasa@iou dos seus precursores, conversao de
hidroperoxidos em espécies nao radicalares e dwsdeg radiacdo ultravioleta (Maisuthisaktial,
2007; Gilgun-Sherket al, 2002; Dat al, 2006; Scheibmegt al, 2005).

A nivel celular, os sistemas de defesa antioxidaqie se encontram distribuidos pelo cito-
plasma e organelos, podem ser classificados emrmétieos ou ndo enziméaticos, e de acordo com a
origem em enddgenos, produzidos pelas célulasxdgeaos quando sao provenientes da dieta. As
defesas enzimaticas incluem principalmente as ewisuperoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX ou GSHxP catalase (CAT), tioredoxina reductase e per®daddo ascorbato
(APX). Estas vao converter as ROS em moléculas estig/eis como a agua e g (Blokhinaet al.,
2002). No caso da defesa antioxidante ndo enzimaste grupo € representado por moléculas como
0 acido ascorbico (vitamina Gy;tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotates, flavonoi-
des, polifendis, e alguns metais como o selénignésio, zinco e cobre. Os sistemas enzimaticos e
nao enzimaticos, actuam em conjunto para garardguilibrio redox das células. Além disso, uma
vez que nao € possivel aumentar a actividade duxigiantes enddgenos, torna-se assim fundamen-
tal o uso de antioxidantes exdgenos, derivadoseata, & fim de aumentar as defesas das células con-
tras os radicais livres (Vallat al, 2006; Valkoet al, 2007; PoljSaket al, 2008; Maisuthisakugt
al., 2007; Dast al, 2006; Gilgun-Sherlet al, 2002).
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1.5.2 Antioxidantes sintéticos e naturais

Os antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHT), butdhoquinona terciaria (TBHQ), butil- hidro-
xianisole (BHA) e propil, octil e dodecil galatoGF, sdo os compostos antioxidantes sintéticos, mais
utilizados na preservacéo dos alimentos (Naplkeadé, 2009). No entanto tém surgido preocupacdes
sobre os eventuais efeitos adversos que os arditesl sintéticos apresentam, tais como toxicidade e
carcinogenicidade. Devido a seguranca e a limitaghaso de antioxidantes sintéticos, os antioxi-
dantes naturais obtidos principalmente a partirnigtérias vegetais, tornaram-se interessantes
(Mariod et al, 2010; Maisuthisakust al, 2007; Ozeret al, 2008; Kosaet al, 2007; Bahramikiat
al., 2009).

Apesar dos antioxidantes naturais produzidos p&hgas (enzimas antioxidantes), as plantas
possuem também uma variedade de antioxidantesaigtiais como por exemplo: compostos fenoli-
cos derivados do metabolismo secundario, em phatiflavonoides, como por exemplo flavondis,
flavonas, isoflavonas, antocianinas e flavononate{iinhoet al, 2008; Huda-Faujaet al, 2007;
Franciscoet al, 2009; Simt et al, 2007). Estes compostos possuem grupos hidrtixiks ligados
ao anel aromético e que vao actuar por quelatdedoetais e remoc¢do de radicais livres. O tocoferol
(vitamina E), um antioxidante lipossoluvglesente na membrana das células e que as praege d
peroxidacao lipidica, também €& considerado um cstopantioxidante natural, assim como o &cido
ascorbico (vitamina C) (Bouayest al, 2007; Padayattgt al, 2003), um antioxidante soluvel em
agua que reage com radicais hidroxilo e superoxiddendo electrées. Apds ceder electrdes forma-
se o radical ascorbil, que é relativamente est&yelrolox, € um derivado do tocoferol, este € um
antioxidante de sintese que doa, tal como o toalpf@omos de hidrogénio aos radicais (Chiriabs
al., 2008; Hallet al, 2010).0s carotendidesu(e B-caroteno), actuam também como antioxidantes
naturais (Dagt al, 2006; PoljSaket al, 2008; Ozert al, 2008; Stet al, 2009; Wangpt al, 2009).

1.6 Métodos para avaliar a capacidade antioxidante

E importante seleccionar e usar um método estanagido para o ensaio de capacidade antio-
xidante, uma vez que a analise de centenas de rasi@sbastante demorado. Varios métodos tém
sido desenvolvidos para determinar a capacidadexatd@nte total de extractos vegetais. Métodos
como o ABTS, com resultados apresentados como aquies de Trolox, pelo facto de que usa
como padrédo o Trolox, DPPH, FRAReIfic reducing antioxidant power asgayORAC (xygen
radical absorbance capacity as3ayBARS (thiobarbituricacid reactive substancgsTRAP (otal

radical-trapping antioxidant parameter as9ag-caroteno, valor peréxido, e as técnicayvoléame-
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tria ciclica, fluorescéncia, quimioluminescéncieSR (electron spin resonanfebem como o0s
ensaios de Crocin, TOSGxyradical scavenging capacjtg electroquimicos, podem ser usados para
avaliar a capacidade antioxidante de extractostasged método de Folin-Ciocalteu (FC), também
pode ser usado como ferramenta para avaliar aidagacantioxidante de extractos (Roginskal,
2005; Antolovichet al, 2001; Prioret al, 1999; Thaiponget al, 2006; Singtet al, 2008; B6hnmet

al., 2004; Yocet al, 2007;Caiet al, 2004; Huda-Faujaet al, 2007).

Com base nas reacc¢des quimicas envolvidas, osrimicapacidade antioxidante podem ser
divididos em duas categorias: (1) transferénciatdeno de hidrogénio (HAT) e (2) transferéncia de
um electrdo (ET). Os ensaios baseados em ET, eamalvna reaccdo redox, em que o oxidante fun-
ciona como indicador do final da reac¢cédo. Os essgi@ tém por base HAT, sdo compostos por um
radical livre sintético, um composto oxidavel e antioxidante. Ambos os métodos sdo usados para
medir a capacidade de remoc¢ao de um radical (odante), e ndo a capacidade antioxidante da
amostra (Huangt al, 2005).

1.6.1 Método ABTS

O método descrito por Millezt al. em 1993 (citado por Roginslkey al, 2005), tem aplicacdo
na analise de amostras biologicas, no entantopeste ser usado também na determinacéo da capa-
cidade antioxidante tanto em produtos alimentaoesocextractos de plantas e substancias puras
(Yoo et al, 2007; Prioet al, 1999; Roginsket al, 2005; Antolovichet al, 2001).

O 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (B, € um composto quimicamente estavel,
soluvel em agua e que se apresenta incolor na fiathaida. Pode ser convertido no catido radicalar
estavel (figura 13), de cor azul-esverdeada ABT®Brma oxidada), por reac¢des de oxidagdo com
radicais inorganicos, como por exemplo o radicardxilo (OH), radicais organicos como por
exemplo o radical alcoxilo (R e espécies nao radicalares como por exemplaiespde cloro e
bromo (Erelet al, 2004). A oxidacdo do ABTS pode também ser caridagpor via enzimatica na
presenca de peroxido de hidrogénio, usando oxidioetases como por exemplo peroxidases, ou
através da utilizacdo de proteinas ndo enzimaticakendo grupos heme (metamioglobina e meta-
hemoglobina). Oxidantes como o diéxido de mangdhkg),) e persulfato de potassio £8:0s),
podem também ser usados para produzir o radicalSKBDsmanet al, 2006). Apos a mistura de
uma dada amostra com a solucéo de ABTBreaccio completa-se geralmente apds um pedéBo
a 6min, embora em algumas situacées se complefierém O radical ABTS pode ainda ser gerado
por meios electroquimicos. Um outro método congiat@roducdo fotoquimica a partir de solugdes
aguosas de ABTS, por incidéncia de radiacdo utiteta (UV) a 254 nm (Leet al, 2008),no
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entanto este método € influenciado pelo pH da &olugilizada, bem como pela presenca de oxigé-
nio dissolvido (Osmaet al, 2008; Bshmet al, 2004; Prioret al, 1999; Artset al, 2004; Reet al,
1999).

038 s ABTS o SOy
—ee
\ s

CoHs CzHs
Redugao Oxidacao Figura 13: Representacdo das estruturas do ABTS e ABTS
(adaptado de Leet al, 2008).
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A producio do ABTS constitui a base do método espectrofotométricicaghd na determina-
¢do da capacidade antioxidante em compostos Hidosfie lipofilicos. Quando o ABTSé mistura-
do com uma substancia capaz de doar atomos degéidoo € reduzido a sua forma original (ABTS
incolor), ao passo que a substancia € oxidada.daséateristica é o principio basico dos métodos
que usam o ABTS (Osmart al, 2008; Erelet al, 2004; Roginskgt al, 2005; Singtet al, 2008).

O ABTS" apresenta absor¢do aos comprimentos de onda nsxiasozonas dos 414, 645,
650, 734, 805, e 820 nm, ao passo que o ABTS apeeabsor¢cdo maxima a 342 nm. A capacidade
relativa dos antioxidantes dadores de atomos d®dedio, em impedir a acumulacdo de radicais
ABTS™, pode ser medida espectrofotométricamente a 4784nom. A monitorizacédo do ABTSa
414nm resulta em limites de deteccéo baixos, reméemis interferéncias de compostos das amostras
sdo minimizadas efectuando leituras de absorvén@ia4nm (Labrineat al, 2004; Antolovichet
al., 2001; Reet al, 1999).

Alguns antioxidantes sdo capazes de retardar aafdimmde ABTS, e outros de remove-lo
dando origem a outros radicais, no entanto, podeastirecompostos antioxidantes capazes de exer-
cer as duas funcdes (Botehal, 2004)

No método ABTS é usual usar-se como padréo o Trdigera 14), um composto solavel em
agua, analogo a vitamina E com propriedades adaoxeé. No entanto pode também ser usado como
padréao acido ascorbico. Os resultados do métod®Bd& sao geralmente expressos por comparacao
com concentracdes conhecidas destes dois compestagje no caso do Trolox s&o expressos como

valor TEAC. O TEAC é igual a concentracado milimadaruma solucao de Trolox que contem capa-
28



cidade antioxidante equivalente a uma solucdo 1V da substancia a ser investigada. Ou seja
reflecte a capacidade relativa de um antioxidaseel@r de hidrogénios ou de electrdes), em remover
0 ABTS", comparada com a do Trolox. No entanto o valoTBAC depende do tempo de incuba-
¢do e da diferenca entre a concentracdo de ABTGuantidade de amostra (Antolovighal,, 2001;

Yoo et al, 2007; Singlet al, 2008).

O valor TEAC pode ndo se correlacionar exactameate a capacidade antioxidante, por
exemplo o composto crisina (figura 14), possui woivde TEAC alto ao passo que a capacidade
antioxidante é relativamente baixa. A razdo devaeskacto de que da reacgdo com crisina forma--se
um radical que reage rapidamente com uma segunéguteode ABTS, contribuindo assim para o
valor de TEAC. Ou seja os produtos resultantessdegfio do ABTS com um dado composto, tam-
bém podem reagir com o ABTScontribuindo para o aumento do valor de TEAC.tBesodo pode
acontecer que os produtos da reac¢ao tenham nealpacidade antioxidante do que o composto de
partida. Apesar desta limitacdo, no que diz reg@at ensaios de avaliacdo capacidade antioxidante,
o0 método TEAC é uma ferramenta Gtil na detecca@rdmxidantes desconhecidos em misturas

complexas (Artet al, 2004).

CHy J|"' ‘-\‘]
HiC._ l S iy B e IBL. R
J' H [--x__m?H l H H Figura 14: Representacéo das estruturas do
e e e Trolox e crisina (Artet al, 2004).
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A vantagem do método ABTS consiste na sua relaimplicidade, o que permite a aplicacéo
em ensaios de rotina em qualquer laboratdrio. @ongupequena selectividade do ABTSjuando
em comparacdo com o método de DPPH que € maidiselea reaccdo com dadores de atomos de
hidrogénio, € mais uma limitacdo do método. O @dBTS™ reage com qualquer composto aro-
matico hidroxilado, independentemente da sua Egaadade antioxidante (Rogins&lyal, 2005).
De Beeret al apresentaram duas razodes pelas quais difereabedhios podem apresentar diferentes
valores para TEAC, a primeira tem a ver com a &sfia de producdo do ABTSe a segunda com
diferenca no tempo de incubacao (Beteal, 2003).

O método ABTS pode ser aplicado com HPLC, permitiagsim efectuar a deteccdo de com-

postos antioxidantes em matrizes complexas (Kaewah, 2001).
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1.6.2 Método DPPH

Em 1922, Goldschmidt e Renn descobriram um compaestoor violeta e estavel, de férmula
molecular GgH1:NsOg (Mr= 394.33 g/mol), designado por 1,1-difenil-Jprilhidrazil (DPPH)
(figura 15). Este permite obter um radical livréagel em virtude da deslocalizagcéo do electrae livr
sobre a molécula como um todo. Esta deslocalizagéeponsavel pela cor violeta intensa, idéntica a
do KMnQ,. O DPPH é caracterizado por possuir um especttd\eisivel, com maximo de absor-
¢do, entre os 515 - 520 nm. O anido (DBPpbde também ser oxidado a radical DPPH. Na@ua f
ma reduzida (1,1-difenil-1-2-picrilhidrazina (DPRH}, apresenta uma cor entre o amarelo e laranja
(Molyneux, 2004; lonita, 2003; Villafiet al, 2007).

Dado que o DPPH pode ser armazenado, com pequgreddedo, pois ndo dimeriza nem rea-
ge com o oxigénio, este torna-se Util na inveséigaem particular na determinacdo de propriedades
antioxidantes de aminas, fendis, compostos nat(gaisactos de plantas), vitaminas, farmacos, e de
produtos alimentares, bem como inibicdo de reacigbewliticas e de polimerizacéo (lonita, 2003;
Scalzo, 2008).

O radical livre de DPPH possui a capacidade deabsidrogénios, originado como produto
DPPH-H, com a perda da cor violeta, ou seja a &mnade transferéncia do protdo causa um decrés-
cimo na intensidade de absorcao e a solucéao perdeimaicial. Deste modo, a adicdo de um antioxi-
dante resulta numa diminuicdo de absorvéncia peopual & concentracéo e actividade do composto
antioxidante (Molyneux, 2004; lonita, 2003; Lochtelt al, 2009; Villafio et al, 2007; Scalzo,
2008). Representando o radical DPPH por DP@ld molécula dadora de protdes por AH, a reaccéo

€ dada pela equacéo 15:

DPPH* + AH — DPPH— H+ A® (eq. 15)

onde DPPH-H é a forma reduzida do DPPH auf radical livre. O radical livre Areage em segui-

da com outra molécula do mesmo tipo, produzida ntgaacdo paralela, originando um composto

nao radicalar, a figura 15 ilustra um exemplo d&de dada pela equacédo 15 (Molyneux, 2004). A
reaccdo do DPPH pode também ser acompanhada affeavéssonancia paramagnética electronica
(EPR), também conhecida por ressonancia electraleicpin (ESR), esta técnica baseia-se na medi-
cdo das transicoes de electrbes desemparelhadosamipo magnético, permitindo assim detectar e
indentificar moléculas com electr6es desemparekhadmo os radicais livres. A capacidade antioxi-

dante também pode ser determinada atraves desieat¢Scalzo, 2008; Liat al, 2009).
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Analisando a estrutura do DPPH (figura 15), ésperar que este reaja com outro radical livre

de varias maneiras diferentes:

)] Pelo acoplamento aos atomos de azoto do radical:
i) Por acoplamento na posicpara do anel fenil;
i) Acoplamento no substituinte picril;
No método de DPPH, a capacidade antioxidante édaediemperatura ambiente, eliminando
o risco de degradacéo térmica das moléculas testhidaentanto, 0 mecanismo reaccional entre 0s
antioxidantes e o radical DPPH depende da confdmastrutural do antioxidante (Bondstal,
1997; Molyneux, 2004).
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Figura 15: Representacao do radical livre DPPH e respectistiaturas de ressonancia. llustracéo esquemaiczadgdo
dada pela equacéo 15 (adaptado de lonita, 200B,052808).

Um parametro introduzido na interpretacao dos tados do método DPPH, é a concentracao
"eficiente” ou valor EC50. Este é definido comooaeentracdo de substrato que faz com que haja
50% de reducédo da actividade de DPPH, medida peldNesta situacao, quanto maior a actividade
antioxidante, menor € o valor de EC50. O tempossue para atingir o estado estacionario na con-
centracdo EC50, é chamado TEC50, que considesaaléareaccao para o radical livre. No caso de
misturas complexas, tais como extractos de plantagsultados devem ser expressos como equiva-
lentes de DPPH por grama de matéria. Contudo alagem mais simples na apresentacao dos resul-
tados, consiste na elaboracéo de um grafico denadrsma em funcdo da concentracdo de substrato,
mas também se pode apresentar os resultados eostdarpercentagem de reducdo do DPPH (Q),
por vezes designado como a inibicdo, que é defipélim equacao 16:

=(‘q‘l} _Ac]

o

Q % 100 (eq. 16)
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onde A € a absorvéncia inicial e.& o valor de concentracdo de amostra adicionadlafiy et al,
2007;Molyneux, 2004; Locatellet al, 2009).

Os padrdes mais comuns do método séo o acido asc@viiamina C) en-tocoferol (Vitamina
E), no entanto pode também ser usado o Trolox,ousacialmente apenas para o método ABTS
(Villafio et al, 2007;Molyneux, 2004).

No que diz respeito ao tempo de realizacdo do rogtoadginalmente foi recomendado um
tempo de reaccédo de 30 minutos, no entanto cormpaade reaccao varia entre substratos, a melhor
pratica é a de acompanhar a reaccéo até que msitaddéKatalinicet al, 2006; Molyneux, 2004).

Relativamente ao solvente a ser utilizado, o métodoiona igualmente bem com metanol ou
etanol, nenhum dos quais apresenta interferénoias ac reaccao (Molyneux, 2004). Este método
apresenta a vantagem de usar um radical livre edstégomercialmente disponivel, o que faz com
gue seja amplamente aplicado no estudo da capacatatxidante de alimentos, como o azeite,
frutas, sumos e vinhos. Além dissofagil de executar, altamente reprodutivel e comréom
outros métodos como o ABTS, reducdo do anido sxjkré inibicdo da peroxidacao lipidica.
Outras vantagens a ter em conta € que o métoddepeandente da polaridade das amostras e além
disso é pouco dispendioso. A principal desvantagequne o radical DPPH é um radical artificial e
nao reproduz as condicdiasvivo (Villafio et al, 2007; Locatellet al, 2009; Marxeret al,, 2007).

Varios factores podem influenciar o método e arpmt#acdo dos dados experimentais, tais
como o solvente usado, o pH, concentracdo de DPits amostras, e tempo de reaccdo. Embora as
opinides sobre a influéncia da natureza hidrofilicalipofilica do antioxidante na reaccdo com
DPPH sao contraditérias, esse facto pode ser unmi@adido importante na interpretacdo das proprie-
dades de antioxidantes hidrofilicos (Locatetlal, 2009).

Segundo Jae Min Leet al (Leeet al, 2007), o método de DPPH pode ser usado na awevis
da estabilidade oxidativa de 6leos, considerandeatises iniciais de absorvéncia do DPPH, a taxa
de formacéo de radicais livres, a concentracagaini® compostos antioxidantes e o tempo de oxi-
dacdo necessario para o consumo dos antioxiddtdes.além disso, Qian-kun Zhuaetgal, 1999,
estudaram o comportamento electroquimico de ptati@dlidas de DPPH imobilizadas na superficie
de um eléctrodo de carbono. Verificou-se que or@dox DPPH / DPPH pode ser usado em méto-
dos electroquimicos, nomeadamente os amperométpaos a determinacéo da capacidade antioxi-
dante, em amostras bioldgicas ou outras amostmaspiarentes ou coloridas sem tratamentos prévios
(Zhuanget al, 1999; Milardovicet al, 2005; Milardow et al, 2006).

O meétodo de DPPH pode também ser utilizado em HAMBCpermitindo efectuar uma carac-
terizacdo rapida da capacidade antioxidante de asto® em amostras bioldgicas e extractos vege-
tais (Nuengchamnonrgt al, 2010; Molyneux, 2004).

32



1.6.3 Método do TBA

O método TBA descrito inicialmente por Kohn e Lseige em 1944, € um dos métodos fre-
guentemente utilizado para avaliar a peroxidagdiditia em produtos alimentares que contenham
acidos gordos polinsaturados, como por exemplcesagrdleos alimentares e em sistemas bioldgicos
como por exemplo tecido cerebral e lipidos das manas celulare€3arciaet al, 2005; Frankeét
al., 1983; Hodgest al, 1999; Gomest al, 2003; Halliwellet al, 2008; Tsaknigt al, 1998; Suret
al., 2001; Guillén-Sanst al., 1998).

O acido 2-tiobarbitarico (TBA), figura 16, é um cpasto amplamente utilizado devido a sua
reactividade com substancias que apresentam uno garponilo (aldeidos, cetonas), apesar de aci-
dos, ésteres, amido, acucares e compostos degirartambém podem exibir reactividade ao TBA.
O mecanismo da reaccdo com o grupo carbonilo, ssmg® uma consequéncia da instabilidade do
grupo metileno na posicdo C-5 da molécula. E afiliz principalmente no reconhecimento do nivel
de oxidacao de gorduras e o valor TBA represemiaal de aldeidos na fraccao lipidica dos alimen-
tos que sofreram oxidacéo (Guillén-Sanal., 1998).

Este método € uma técnica colorimétrica que sddasemedicdo da absorvéncia de um com-
posto de cor rosa-avermelhado, designado por adumto absor¢do maxima aos 532-535 nm e fluo-
rescéncia a 533nm, e que é resultado da reacc@drras moléculas de TBA e uma molécula de
malonaldeido (MDA). O MDA, figura 6, € um produtsultante da degradacao oxidativa e/ou enzi-
méatica de &cidos gordos polinsaturados (PUFAs)nitiedo avaliar a oxidagéo lipidica em alimen-
tos e sistemas biologicos. Trata-se de um dialddé&trés carbonos que a pH acido é encontrado
maioritariamente na form@hidroxiacroleina, a pH neutro e alcalino na foeaanido enolatdSel-

jeskoget al, 2006;Garciaet al, 2005; Ulu, 2004; Tokuet al, 2006; Tsaknist al, 1998).
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Figura 16: Representacdo esquematica da reaccdo entre o ©BADA, com formacao do aducto (adaptado de
Osawa e tal., 2005).

Ha que ter em conta também o facto de que no casaltmentos, a maioria do MDA se

encontra ligado aos constituintes que fazem parteatimentos e pouco existe na forma livre, pelo
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gue se torna necessario a adicdo de solucbes guadadibertar o MDA. Diferentes solugcfes de
extraccdo do MDA tém sido sugeridas, nomeadamens$® @le acido tricloroacético (TCA) em solu-
¢cdo aquosa, TCA com solucao de acido fosforico @Agido perclorico em solu¢do aquosa. Estas
solucdes além de libertarem o MDA, sdo também foneaidais para o desenvolvimento da cor quan-
do este reage com o TBA. A cor é também afectaldagpesenca de ibes metalicos, responsaveis por
acelerar o processo de oxidacao, e antioxidansg®meaveis pelo processo oposto (etlal, 2004;
Guillén-Sanst al, 1998; Halliwellet al, 2008).

O valor de TBA pode ser expresso em mg malonaldedddkg de amostra ou miligramas de
malonaldeido por unidade de lipidos, no entantalonaltera-se de acordo com as condi¢fes usadas
no método. O MDA pode ser determinado por HPLCromatografia gasosa (Ukt al.,, 2004; Hal-
liwell et d., 2008; Bohnet al, 2004).

A construcdo de uma curva de calibracdo pare eStiedm torna-se complicado pelo facto de o
MDA ser instavel e por isso este deve ser prepapaddidrolise do 1,1,3,3-tetrametoxipropano ou
1,1,3,3-tetraetoxipropano, que € usado como paudeste de TBA (Gome=t al, 2003; Halliwell
et al, 2008).

O método apresenta como principal desvantagemto fé& que ndo ser especifico para o
MDA, porque muitos produtos resultantes da oxiddg#dica, tais como hidroperoxidos, aldeidos
conjugados, proteinas e ureia, dao resultadosimssiporque reagem como o TBA. Estes produtos
formados podem apresentar absorvéncia na zona5%osm (cor amarela), 495 nm (cor laranja) e
532 nm (cor vermelha) (Suet al, 2001; Frankekt al, 1983; Tsaknigt al, 1998; Bohmet al,
2004). No caso particular de extractos vegetaigliosdos e pigmentos também contribuem para a
absorvéncia a 532 nm, aumentado do valor de MDAn&o0s niveis destes compostos variam entre
plantas, € necessario efectuar uma remocao présiangsmos, eliminando deste modo potenciais
contribuicGes para a absorvéncia a 532 nm (Hoegals 1999).

Um outro aspecto importante a ter em conta quaedesa o método TBA, € o facto de que o
MDA apresenta capacidades mutageénicas, isto é acicagle de interagir com acidos nucleicos e
proteinas, além disso interfere também com a distadbe cardiovascular (Riet al, 2005; Frankeét
al., 1983; Halliwellet al, 2008).

Apesar de o método ser criticado pela falta decifsgidade e problemas associados a sua exe-
cucao, este é no entanto sensivel a pequenas;asrdas substancias reactivas ao TBA em tecidos
animais e vegetais, e aléem disso é reconhecido emmmeétodo fiavel para estimar a peroxidacao
lipidica. No entanto, este ndo pode ser usadoquamgarar niveis de peroxidacao entre tecidos com
diferente composi¢do em PUFAs (Halliwetlal, 2008; Hodgest al, 1999).

34



1.6.4 Valor peroxido

Os oleos e lipidos dos alimentos sofrem auto-ofidagiando em contacto com o ar, durante
as etapas de processamento, transporte e armazgoafm@xidacao causa a deterioracéo do sabor,
odor, cor, textura e aparéncia e também uma digaioudo valor nutricional dos alimentos, além
disso contribui para as intoxicagdes alimentaretid®atyet al,, 2000; Shiozawat al.,, 2006).

Da reaccéo de oxidacao resulta geralmente hidrejpes) produtos primarios da reacgao entre
0 oxigénio e acidos gordos insaturados, e que desgmam um papel central na auto-oxidagédo dos
lipidos. Produtos secundarios como aldeidos, potisne cetonas podem também ser formados. Os
valores de aldeidos e cetonas aumentam inicialmerate tendem depois a diminuir como resultado
da degradacao dos mesmos. Alteracdes de saboicielaobe dos alimentos, sdo devido aos produtos
secundarios (Shiozaved al.,, 2006; Antolovictet al, 2001).

A concentragdo de peroxido, tradicionalmente desigrcomo valor ou indice peroxido (PV),
consiste na concentracdo de substancias, em tetenosliequivalentes de peroxidos por 1000g de
amostra, que oxida o iodeto de potassio (KI). OsBxje assim como uma caracteristica da qualida-
de dos 6leos e gorduras alimentares, e além déssuitp quantificar a quantidade de hidroperéxido e
peroxidos de oxigénio em gorduras e 6leos. O PVeatendurante a fase de propagacdo e depois
decresce na fase de terminacao da oxidacgao lipi8egowatyet al, 2000; Strochkovat al, 2001,
Antolovichet al, 2001; Laguerret al, 2007).

O meétodo de referéncia para a determinacdo do éhgjste no método damerican Oil Che-
mists’ SocietfAOCS, 1989). Este trata-se de um método iodoneétfice usa como solvente uma
mistura de acido acético com isooctano ou cloroif@ri primeira fase do método consiste na reac-
cao de oxidacao do KI (Kl em excesso), com os pel@xidos e perdxidos de oxigénio presentes na
amostra. A segunda etapa consiste na titulacaonéttica dos anides triiodeto libertadols (), com
o tiossulfato de sodio (N&0Os), usando como indicador uma solucdo de amido. iGerado
RCOOH como sendo a férmula quimica dos hidropenids reacc¢oes e envolvidas no método sdo
dadas pela equacao 17 (Setiownattal, 2000; Strochkovat al.,, 2001; Antolovichet al, 2001):

(1) nR; COOH (aq) + 2nH™(aq)+ 3nl” (aq) — nR;COH(aq) + nH,0(aq) + nl3 (aq)

(2) 25,037 (aq)+ I (aq) = S,07” (aq) + 31 (aq) (eq. 17)

O anido triiodeto libertado, pode também ser gfieatio usando um método potenciomeétrico

de oxidacgao-reducdo, isto de acordo com a reac@depktla equacao 18 (Strochketal, 2001):
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Iy (aq) + 2e” — 31" (aq] (eq. 18)

O método deve ser aplicado na avaliacdo da cagmbec@htioxidante durante o inicio da oxida-
céo lipidica, em condi¢gbes suaves, a capacidadexatainte é visualizada através de uma reducgéo na
oxidacao em relagdo & amostra controlo (amostratrseamento) (Antoloviclet al, 2001). As limi-
tacdes do método sdo nomeadamente a falta de iidadi e selectividade, a possivel incorporacéo
de iodo nas ligacdes insaturadas o que conduzuda®@ss mais baixos, a oxidacdo do iodeto pelo
oxigénio dissolvido e as variacdes na reactivideml®m os diferentes peroxidos e hidroperoxidos.
Outra limitacdo a ter em conta é que a determindegadniveis baixos de PV requer experiéncia do
analista em fixar o ponto final da titulacao ioddmne@, uma vez que este se torna dificil em detecta
A exposicdo a luz e a temperatura a que se reakgeaio, uma vez que esta pode levar a decompo-
sicdo de hidroperoxidos, também pode afectar adtae®s, além disso este método néo é relevante
para amostras em que se encontram muito oxidaddsl@&ichet al, 2001; Strochkovat al, 2001,

Laguerreet al, 2007).

1.7 Método para a determinacéo de compostos fendlicisis

Os métodos usados na determinacédo de compostdedsndao baseados nas propriedades de
oxidacao-reducédo. Os compostos fenolicos podenaiactumo agentes redutores e ceder atomos de
hidrogénios ou electrbes. O método mais usual teardmacédo de compostos fendlicos € o método
de Folin-Ciocalteau (FC) (Stragt al, 2007).

1.7.1 Método de Folin-Ciocalteau

Os compostos fendlicos sdo um grupo complexo, masrtante, de compostos que ocorrem
naturalmente nas plantas, originarios do metabolisetundario destas. Ndo estdo envolvidos no
crescimento nem no metabolismo energético dasgdaatnormalmente séo produzidos em resposta
ao stress ambiental como por exemplo o ataque moomganismos, predadores e 0s niveis radiacao
UV. Possuem propriedades bioldgicas, tais como:ioxdantes, anti-apoptoéticas, anti-
envelhecimento, anti-cancerigenas, anti-inflamasyranti-arteriosclerdticas, proteccdo cardiovascu-
lar, melhoria da funcdo endotelial e inibicdo davatade de proliferacdo celular. A maioria destas
accoes biologicas tem sido atribuida as suas agues intrinsecas de reducgao (Haetlal, 2007,
Teixeiraet al, 2009;Antolovich et al, 2000;Hodzicet al, 2009).
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A quantificacdo de compostos fendlicos totais peftodo de Folin-Ciocalteau (FC), envolve a
oxidacao de fendis em meio basico, pelo reagenteod@marela Folin-Ciocalteau. Este reagente
consiste na mistura dos acidos fosfomolibdicgP0,,040) e fosfotliingstico (BW12040), em que 0
molibdénio e tungsténio estdo no estado +6. Da&ade oxidacdo resulta um composto de cor azul
(molibdotungstofosfato), cuja absorcdo maxima éadawh funcdo da composicdo quantitativa de
compostos fenolicos, e do pH da solucéo obtidolmerste pela adicdo de carbonato de sédio (Cicco
et al, 2009; Ikawaet al, 2003).

Este método baseia-se na transferéncia de eleadesmposto antioxidante para o agente
oxidante, que neste caso é o reagente de Foliraell@aa, e o0 aumento de absorvéncia é medido a
750nm (Magalhéaest al., 2007).

Compostos fendlicos totais, podem ser quantificgmwseste método, com base nas proprieda-
des de reducdo de fenodis em meio alcalino. No mtasta técnica colorimétrica ndo apresenta
especificidade, ou seja ndo faz a distincédo emstidiferentes tipos de compostos fendlicos (polieno
ou monofenadis), para tal serd necessario recosréécnicas cromatograficas. Aléem disso existem
outras substancias que reagem com o reagente &@cpndo interferéncias no método, nomeada-
mente as aminas alifaticas terciarias, aminasaiéasi presentes em tampdes bioldgicos, aminoacidos
como a tirosina e o triptofano, hidroxilaminas,rainas, certas purinas, dioxido de enxofre, acido
ascorbico, actcar, F8 e diversos agentes redutores organicos e inomgiarbotet al, 2005;
Magalhdest al, 2006; Ikaweet al, 2003; Remonet al, 2009; Roginskt al, 2005).

As variacdes do método sdo devidas a concentrag@arbdonato de sédio, a sequéncia de adi-
¢cao de reagentes, bem como o tempo de adicdo dwsaseo tempo e temperatura de incubagao da
mistura. Solventes na amostra além da agua, tarpbéem interferir com o método FC, nomeada-
mente na formacao do composto de cor azul. Asgpme@aracao de padrdes e brancos com 0 mesmo
solvente da amostra, minimiza esta interferéncimétodo (Cicceet al, 2009).

Como solugéo padrdo no método de FC, geralmentseusma solucao de acido galico dissol-
vido em agua, e os resultados sdo apresentadogevalentes de acido galico (Magalh&sal,
2007; Turkmeret al, 2006; Roginsket al, 2005).

A principal vantagem do método consiste no facteseteum método sensivel uma vez que se
baseia na forma¢édo de um produto corado, além d&swsequer uma padronizacdo restrita das con-

dicdes do ensaio (Roginskyal, 2005)
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1.8 Objectivo do trabalho

Com este trabalho pretende-se estudar a capa@d#idgidante de alguns extractos de plantas

de origem angolana, tais com@\denodolichos huillensig Hymenodictyon floribunda Parinari

pumila, o Peucedano angolensa,Tinnea antiscorblticaa Eragrostis viscosaa Xilopia aromatis-

sima, a Boscia microphyllaa Cassia occidentals o Rhus kirkii,pelos métodos de DPPH e ABTS.

Avaliar a inibicdo da peroxidacao lipidica pelosoaé®s do acido tiobarbittrico (TBA) e da determi-

nacdo do valor peroxido. Determinar o teor de catgmfendlicos totais nos referidos extractos

usando o método de Folin-Ciocalteau.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material e equipamento

2.1.1 Material:

Na execucado do trabalho experimental, para alémrmaterial corrente de laboratorio, foram

utilizados os seguintes equipamentos:

Balancas efectuaram-se as pesagens dos reagentes nemesadrbalancas analiticas
Sartorius e Kern.

Block heaterda Stuart: foi usado para o método do acido tiobarbitaricBA), e do
valor peroxido.

Espectofotometro: as determinacfes espectofotométricas para o méA@ksS e
DPPH, foram realizadas num espectofotometro Ulgosmodelo U/V 3000 da Phar-
macia Biotech. Para o método TBA foi usado o egeidtmetro Shimadzu, modelo
UV-1700 da Pharmaspec.

Potenciometra o pH das solugdes foi medido num potencidmetrcMeter da
Metrohm.

Vortex: as solu¢des foram agitadas num vortex Mixer da éalmternacional, Inc.
Pipetador: as solugdes e reagentes foram pipetados com dcadeilum pipetador
automético Rota-Filler 3000.

Evaporador rotativo: foi utilizado um evaporador rotativo da Heidolgh' 2000 na

obtencéo dos diferentes extractos.
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* Placa de aquecimento com agitacao da Bunsefioi usada na preparacdo das diferen-
tes solugdes.

* Banho de ultra-sons (Transonic T460/H):foi usado na preparacdo de uma solucao

para o método do acido tiobarbiturico (TBA).

2.1.2 Reagentes:

Na execucao do trabalho experimental foram usatessths produtos quimicos, que se apre-

sentam na tabela 3, com o respectivo fabricantawedg pureza.

Tabela 3: Registo dos reagentes utilizados.

Reagente Fabricante Pureza %
Metanol Panreac 99,8
Cloroférmio Lab-Scan 99,5
Analytical
Siences
1,1,3,3-Tetraepoxipropano (TEP) Fluka 97
Acido galico monohidratado Aldrich 98
3-etil-benzotiazolino-6-sulfénico Sigma 98
(ABTS)
Carbonato de sodio anidro Fluka 99
Persulfato de potassio Aldrich 99
Butil-hidroxianisolo (BHA) Sigma 98
Folin Sigma
Tween 20 Panreac
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) Sigma
Acido tiobarbittrico (TBA) Sigma 98
Acido linoleico Aldrich
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2.2 Técnicas experimentais

* Preparacéo dos extractos:

As plantas em estudélymenodictyon floribundum, Parinari pumila, Tenreatiscorbutica,
Eragrostis viscosa, Xylopia aromatissima, Peucedangolense, Boscia microphylla, Adenodoli--
chos huillensis, Cassia occidentatisRhus kirkii,foram recolhidas em Angola na provincia de Hui-
la. Foram depois colocadas em balbes onde permaneckirante alguns dias em maceragdo com
metanol, e seguidamente obteve-se os diferenteactod metandlicos por evaporacdo do solvente.
Por fim, os extractos foram submetidos a extractjgaslo-liquido com diferentes solventes.

Ao longo do texto ira ser usada a designacao danodxe 2, referindo-se estas apenas ao facto
de que as plantas em causa terem sido recolhidasnemdiferentes, assim para a planta com a
designacgéo hexanol o ano de recolha foi em 200draea designacédo hexano2 em 2003. A designa-
cao extracto C., refere-se a extractos em queverst® de extraccdo usado foi o acetato de etilo.

Preparam-se depois solucdes dos extractos, exdradio diferentes solventes, com uma con-
centracdo de 0,01 mg/mL (0,250 mg em 25mL de mbtam@m seguida efectuou-se uma diluicdo
com metanol (25 pL da concentragéo 0,01 mg/mL paravolume de 5 mL), obtendo-se uma con-
centracao de 0,05 pg/mL.

2.2.1 Método Folin-Ciocalteau

» Construcao da curva de calibragao:

Pipetou-se 0; 10; 20; 40; 80; 120; 160 e 200 pukadacdo de acido galico (5¢g/L), para diferen-
tes balbes e perfez-se com agua destilada parumedinal de 10 mL. De cada solugéo pipetou-se
400 pL para tubos de ensaio, aos quais se adic20@ L de reagente de Folin-Ciocalteau (1/10),
passados 8 min adicionou-se 1600 pL de carbonastdie 7,5%. Agitou-se os tubos de ensaio no
vortex e deixou-se incubar 90 min a temperaturaiemd até a solu¢cdo adquirir uma cor azul. Em
seguida, ap6s o registo da absorvéncia das cugeteslo vazias, leu-se a absorvéncia das cuvetes
contendo as amostras a 765 nm, considerando odbeasmucao que contem O pL de &cido galico.

Depois de tracada a curva de calibracédo (absov@necifuncdo da concentracdo), cujo grafico

se encontra nos resultados, prosseguiu-se a adasamostras.
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* Medicao da absorvéncia das amostras:

Para cada tubo de ensaio, introduziu-se: 2000 peatgente de Folin-Ciocalteau (1/10) e 400
ML de extracto de planta. Esperou-se 8 min e emd@@dicionou-se 1600 pL de carbonato de sodio
7,5%. Agitou-se os tubos de ensaio no vortex, ehiag-se 90 min até a solugdo adquirir cor azul.
Seguidamente leu-se a absorvéncia das amostras anv,6iendo-se registado previamente o valor
das cuvetes vazias. Usou-se como branco um tuboaqimha 400 pL de agua destilada em vez de

400 pL de extracto. Foram realizados nove ensamosés séries de trés ensaios para cada amostra.

2.2.2 Capacidade antioxidante:

2.2.2.1 Método do ABTS

* Medicao da absorvéncia das amostras:

Aos 5 mL da solugdo do ABTS (7mM), adicionou-se|88de persulfato de potassio (140
mM). Esta solucéo foi depois mantida no escurordaréd2-16 h, para assegurar a formacéo do radi-
cal ABTS". No dia seguinte procedeu-se a diluicdo com etad até se obter uma absorvéncia de
cerca de 0,7 a 734 nm. A solucdo de ABTHgve ser preparada para cada ensaio.

As pipetagens foram efectuadas directamente pacanates, apos o registo da absorvéncia
destas quando vazias. Para as amqdoean pipetados para cada cuvete 3000 puL da soldeao
ABTS™ e 30 pL da solucéo dos extractos. Realizou-seéamndmn mesmo tempo, um ensaio para a
solucédo de ABTS. Este tem como objectivo observar o comportameatsolucdo de ABTSao
longo dos 15 min, assim para a respectiva cuvettqi-se 3000 pL da solucéo de ABTS30 pL
de metanol. O branco para acertar o espectofotoraetero de absorvéncia consistia em 30030 puL
de metanol.

Mediram-se as absorvéncias das cuvetes a 734 mamtdul5 min (aos tempos de 1 seg., 5
seg., 1 min, 3 min, 5 min, 10 min e 15 min), tesdorealizado nove ensaios em trés séries de trés
ensaios para cada amostra. A percentagem de imilo¢&alculada usando a expressédo dada pela
equacaolo:

Absorvéncia — Absorvéncia
% Inibicio = 100 X orance T amostra (eq. 19)
Absorvenciay ., .

Como padrao foi usado uma solucéao de Trolox deerdracdo igual a dos extractos.
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2.2.2.2 Método do DPPH

* Medicao da absorvéncia das amostras:

As pipetagens foram efectuadas directamente pacanates, apos o registo da absorvéncia
destas quando vaziadssim para as amostrgspetou-se para cada cuvete 2700 puL da solucéo de
DPPH (40uM) e 200 pL da solugdo dos extractos.iBeabe também em simultdneo com os
ensaios das amostras, um ensaio para a solucaBPRld.[Este teve como finalidade observar o com-
portamento do DPPH ao longo dos 15 min, assim paespectiva cuvete pipetou-se 2700 pL da
solucdo de DPPH e 200 pL de metanol. O branco qgadar o espectofotometro a zero de absor-
véncia consistia em 2900 pL de metanol.

Mediram-se as absorvéncias das cuvetes com asrasydsianco e a solugéo de DPPH a 515
nm, durante 15 min (aos tempos de 1 seg., 5 segin,13 min, 5 min, 10 min e 15 min), tendo-se
realizado nove ensaios em trés séries de trésosngsaia cada amostra. A percentagem de inibicao
foi calculada usando a expressédo dada pela eq@@c&omo padrao usou-se uma solucdo de Trolox

de concentracédo igual & dos extractos.

2.2.2.3 Método do TBA

» Construgdo da curva de calibragéo:

Na construcao da curva de calibracéo (absorvéntiuecdo da concentracao), prepararam--se
diferentes solucdes de (TEP), em PBS (0,05M a pH&S85im para cada tubo de ensaio efectuaram-
se as pipetagens de 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 mL d@ ®@5uM), para um volume final de 3 mL. Em
seguida incubou-se a 80°C durante 30 min. Apésubatcao adicionou-se 1 mL de TCA 20% e 2
mL de TBA 1%, e procedeu-se a uma segunda incubdgé&mte 15 min. Por fim arrefeceu-se os
tubos em agua corrente e procedeu-se as leitusaabdarvéncias a 530 nm. Depois de encontrada a
curva de calibracdo, cuja representacdo gréafi@neentra nos resultados, prosseguiu-se a quantifi-
cacdo da matéria peroxidada. Usou-se como brasotugdo de PBS, que sofreu igual procedimen-

to.
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* Medicao da absorvéncia das amostras:

Na analise da matéria peroxidada, procedeu-sedagi® do acido linoleico na presenca dos
diferentes extractos e de um composto antioxidartmeadamente o BHA 0,1% (p/v), que serviu
como referéncia para o método em questdo. Assioele-se as pipetagens das diferentes solugdes,

para os tubos de ensaio, de acordo com a tabela 4.

Tabela 4: Volumes usados das diferentes solu¢cbes para moaedgrocesso de oxidacdo do acido linoleico.

Solucdes Amostra Branco
(ML) (ML)

Acido linoleico 2000 2000
Extracto / BHA 1% 140 --
Metanol -- 140

Etanol 95% 860 860
Volume final (pL) 3000 3000

Apés as pipetagens, incubou-se os tubos a 80°@téud@ min. De seguida pipetou-se de cada
tubo, contendo matéria oxidada, 20 pL para um velfimal de 1 mL com etanol 95%. Desta solu-
¢cao pipetou-se de cada tubo para um outro tubmsi®ice 100 pL e adicionou-se 2 mL de tampéao
fosfato pH=6, 1 mL de TCA 20% e 2 mL de TBA 1%. ¢&eu-se depois a incubacao durante 15
min a 80°C. Depois desta ultima incubacéo arrefseens tubos em agua corrente e efectuou-se a

leitura das respectivas absorvéncias a 530 nmnfa@alizados nove ensaios para cada extracto.

2.2.2.4 Valor peroxido

» Determinacao do valor peroxido:

Inicialmente procedeu-se a determinacdo do numeias necessarios para obter uma oxida-
cao consideravel, isto € um valor peroxido de cdecd00 meq/g de amostra, para amostras de Oleo
alimentar de girassol e de soja adquiridos numar§ige comercial. Esta etapa teve como objectivo
a determinagdo de qual seria o0 melhor modelo papaxeder a oxidacdo. Uma vez determinado o
numero de dias (8 dias), procedeu-se a realizagfiersaios. Assim, num tubo com rolha adicionou-
se 20 mL de o6leo, colocou-se de seguida a oxidantki os 8 dias a 80°C. Durante este tempo de

oxidacao procedeu-se a uma determinacdo diarialdo peroxido, aos dias 0; 1; 2; 3; 5; 6; 7 e 8.
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Para a determinacdo do valor peroxido pesou-se) 2j8s amostras oxidadas para um baldo de
Erlenmeyer de 250 mL, e em seguida adicionou-smll%la solu¢cdo de acido acético/cloroférmio
(3:2). Agitou-se para dissolver e adicionou-se gh0de solucdo de Kl saturada. Voltou-se a agitar
durante 1min, tempo apos o qual se adicionou 15lendgua destilada e 250 pL de solucdo de amido
1%. Procedeu-se depois a titulacdo comSps 0,01N até a cor desaparecer. Determinou-se de
igual modo um branco, que consistia apenas em wigigam amostra de 6leo). Calculou-se o valor
peroxido de acordo com o métodoAaerican Oil Chemists' SocieppOCS, 1997), usando a for-

mula dada pela equacéo 20:

(V_\raﬂs.m Branco— Vi, o m!—'ﬁ.nmstraj » N x 1000 (eq. 20)

V.P.=
( g)Amostra

onde N € a normalidade da solugdo deIN3; usada. Para depois se poder observar e comparar a
evolucao da oxidacdo do 6leo ao longo dos oito méggresenca dos extractos, procedeu-se também,
ao mesmo tempo que para 0s extractos, a realiz;ém “controlo” para cada extracto. Este conti-

nha 20 mL de 6leo e 2 mL de metanol.

3 RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO
3.1 Resultados do método de Folin-Ciocalteu

Utilizaram-se os extractos preparados de acordozZ8mDeterminou-se a curva de calibracao
(gréfico 1), de acordo com 2.2.1. A concentracdial e compostos fendlicos (grafico 2), dos dife-
rentes extractos obteve-se por substituicdo daweslexperimentais das absorvéncias na equacgéo
y=0,0102x-0,018. As concentracOes foram expressamg G.A.E /g de extracto (equivalentes de

acido galico), usando a expressdo dada pela eq@acao

mg GAE. /g deext _mgGAE./ mLf{E E}(t; ;‘-, = (mL)x Fd (eq. 21)
ext. \8

onde . corresponde ao volume da solucdo de extractq, dmassa de residuo de extracto e Fd ao

factor de diluicéo.
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Grafico 1: Curva de calibragdo para o método de Folin-Cteaal (N=9 + SE).

A partir do gréfico 2, é possivel observar quexdsaetos que apresentaram uma concentracao
maior de compostos fendlicos sdo os extractoBatmari pumilaaquoso e metandlico (549,27 mg
G.A.E / g extracto + 0,01 e 365,12 mg G.A.E / gastb + 0,00, respectivamenté)ymenodictyon
floribundumaquoso e bruto (216,93 mg G.A.E / g extracto ® @ 202,43 mg G.A.E / g extracto
0,01, respectivamente), o extractoAtenodolichos huillensi®lhas extracto C. (202,33 mg G.A.E /

g extracto * 0,01)Rhus kirkiiem metanol (199,86 mg G.A.E / g extracto * 0,00)extracto d&in-

neaantiscorbuticaem metanol (197,08 mg G.A.E / g extracto + 0,01).

600,00

500,00

400,00

mg G.AE. f g extracto + S5E

AR

- [H]ELH. atlthd it

Gréfico 2: Resultados da concentracdo de compostos fendditais das diferentes amostras de plantas para o

método de Folin-Ciocalteau (N=9 + SE).
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3.2 Resultados da capacidade antioxidante

3.2.1 Método do ABTS

A percentagem de inibicdo do ABT®elos diferentes extractos (grafico 3), foi deieada de
acordo com 2.2.2.1, usando-se como padrdo umadsolde Trolox de concentracdo igual a dos
extractos. Os resultados foram depois apresentadogermos de percentagem de inibicdo do
ABTS™, tendo-se observado para o Trolox (grafico 3)yvator de 10,78 % =+ 0,00.

12,00

10,00

8.00

6,00 -

% deinibicdo + SE

4,00 T

2,00 =

Grafico 3: Resultados da percentagem de inibicdo das difsremhostras de plantas para o método de ABTS
(N=9 £ SE).

Tendo em conta os resultados apresentados nog@fiws extractos que apresentaram maior
percentagem de inibicdo do ABTSem comparagdo com o padrdo de Trolox, Sd0 nomeada 0s
de Hymenodictyon floribundurem acetato de etilo e hexano (5,71 % + 0,52 e %,880,64, respec-
tivamente),Parinari pumilaem hexano (3,74 % + 0,28)Boscia microphyllaem acetato de etilo
(3,68 % + 0,61).

O valor TEAC foi calculado para os diferentes eottya de acordo com Nenadisal. (Nenadis
et al, 2004). Este valor reflecte a capacidade antaoxiel dos extractos em comparagdo com uma

solucéo padrao de Trolox. Para tal procedeu-sastrtgdo de uma curva de calibracéo (grafico 4),
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usando Trolox com diferentes concentracdes. Umaobtida a equacdo da curva (Y=-0,0003x +
0,707), procedeu-se ao calculo da absorvénciasmmmelente a 1000 pM de trolox. Este valor foi
depois usado para calcular a concentracao de ga@date (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox,
usando a equacéo da curva obtida para cada ext@uatas concentracdes de 0 e 50 mg/L.

O valor TEAC para cada extracto foi depois calonladando a equacédo 22, e os resultados

foram expressos em mM de trolox/g de extracto:

1000 (uM)
TEAC = —— (eq. 22)
Concentracio(g/L)

Os resultados obtidos para os diferentes extragt@®ntram-se representados no grafico 5.

y=-0,0003x + 0,707
R?=10,995

Iiédia das AbSt?gmj:E E
o o
= o
L= ] o= |

0,00 - =
0,00 500,00 1000,00 150000 200000  2500,00

Concentragio Trolox [ phd)

Grafico 4: Curva de calibragéo para o célculo do valor TEA&a os diferentes extractos (N=9 + SE).

Através do grafico 5, € possivel observar que caetd deHymenodictyon floribundurem
acetato de etilo € o que apresenta um valor de TEBAG elevado (3,24 mM Trolox/g extracto).
Seguidamente com valores de TEAC altos destacami-senenodictyorem hexano com um valor
de 2,56 mM Trolox/g extracto eReucedano angolensgen metanol com um valor de 2,32 mM Tro-

lox/g extracto. Os restantes extractos apresensones de TEAC mais baixos que os extractos refe-

ridos.
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Gréfico 5: Valor TEAC para os diferentes extractos.

Analisou-se a relacdo entre a percentagem de &uhilp radical de ABTS e o valor TEAC
(gréfico 6). Obteve-se uma relacéo linear estaéistente significativa (95%) (Goncalves, 2001).

Correlagdo entre a % inibicdo do radical de ABTS @ valor
TEAC
3,50 -~ .
. 3,00 - y =0,5288x + 0,0037
<|£ R?=0,7974
2 2,50 -
~ 2,00 +
3 1,50
On 7 7
= ®oe
c 1,00 -
S 0,50 9
0,00 T T T T T 1
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000
Valor TEAC (mM Trolox/g extracto)

Gréfico 6: Correlacao entre a percentagem de inibigcdo docabde ABTS e o valor TEAC.
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3.2.2 Método do DPPH

A percentagem de inibicdo da absorvéncia da soldeddPPH para cada extracto (grafico 7),
foi determinada tal como no ponto 2.2.2.2. Umag@ude Trolox (0,05 mg/mL), foi usada como
padrédo, tendo-se observado para esta solucdo usentagem de inibicdo de DPPH#e 69,78 % +
0,43.

Através do grafico 7, e em comparagdo com o padrélmx, os extractos que apresentaram
uma maior capacidade em sequestrar o DB nomeadamente os extractoPdenari pumila
metanalico, aquoso e em hexano (36,18% + 0,215322+ 0, 27 e 12,68% + 2,54, respectivamen-
te), Hymenodictyon floribunduraquoso (19,92% + 0,16)Rhus kirkiiem metanol (18,72% + 0,61).
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Grafico 7: Resultados da percentagem de inibigao das difssemhostras de plantas para o método de DPPH
(N=9 £ SE).

Analisou-se a relacédo entre a percentagem de d@ukip radical de DPPH e a concentracéo
total de composto fendlicos (gréfico 8). Obtevais® relacdo linear estatisticamente significativa
(95%) (Gongalves, 2001).
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Correlagdo entre a % inibi¢do do radical de DPPH e a
concentracdo de compostos fendlicos
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Gréfico 8: Correlagéo entre a percentagem de inibicdo doabde DPPH e a concentracdo de composto

fenolicos.

3.2.3 Método do TBA

Usando-se diferentes concentra¢cées de uma solackémpde TEP, determinou-se a curva de
calibracao (grafico 9), tal como descrito em 22.2 concentracdo de compostos provenientes da
oxidacao do acido linoleico, para as diferentesstras de plantas e para o BHA a 0,1% (p/v) (grafi-
co 9), foi obtida por substituicdo dos valores eixpentais das absorvéncias na equacéo y=0,0009x-
0,0049, tendo-se obtido para o BHA um valor infea®,44 pmol MDA/L+ 0,01.

0.02

0.01 %

v = 0,0009% -0,0049
0,01 RZ=10,9442
0,01

0.01

0.01
0.00
0.00

0.00 i;/,

o.00 0 5 10 15 20 25

Médiadas Absgsonm +5E

0,00 Concentracio de TER (pmial DALY

Grafico 9: Curva de calibracdo para o método TBA (N=9 + SE).
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Analisando o gréfico 9, verifica-se que para cotregdes menores de 5,44 umol MDAfL
0,01, a curva de calibracdo ndo permite quantiioaatéria peroxidada.

No grafico 10 encontram-se representados os vallme®ncentracdo de MDA obtidos com a
utilizacdo de todos os extractos. Os que possueor @etividade antioxidante, tal como o antioxi-
dante sintético BHA a 0,1% (p/v), apresentam valale concentracdo de MDA inferiores a 5,44
pmol MDA/L £ 0,01. Neste caso os extractos sdo nomeadamaiylef@a odoratissimam tolueno,

a Boscia microphylleem tolueno e acetato de etitbPeucedano angolensan metanol e clorofor-
mio, a Parinari pumilaem metanol, cloroférmio e hexana,Cassia occidentali®m metanol e o

Adenodolichos huillensf®lhas emmetanole cloroformio.
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Grafico 10: Resultado das diferentes amostras de plantaopaéiodo TBA (N=9 + SE}- < 5,44 pmol
MDAJ/L + 0,01.

3.2.4 Valor peréxido

O valor peréxido para os diversos extractos foéiheinado de acordo com 2.2.2.4. Inicialmente
procedeu-se a determinacdo do numero de dias Aeiossgara obter uma oxidacdo de cerca de 100
meqg/g de amostra, em amostras comerciais de Olgoatesol e soja. Foi obtido ao fim de oito dias
de oxidacdo um valor de 110,80 meq/g de amostmag ¢oostra o grafico 11, para a amostra de 6leo
de girassol, e um valor de 14,40 meg/g de amostia @ 6leo de soja. Tendo em conta o facto de a

amostra de 6leo de soja demorar mais tempo a ratingivalor peréxido de 100 meg/g de amostra,
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foi assim escolhido o 6leo de girassol como subtrpara estudar o efeito dos diferentes extractos

sobre a sua oxidacéao.
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S0 2 == (Girassol

Grafico 11: Namero de dias necessarios para obter uma oxidigéerca de 100 meqg/g de amostra.

Os resultados obtidos para os diferentes extraatolengo dos 8 dias de oxidacdo, encontram-se
representados pelos graficos 12 a 19.
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Gréfico 12: Valor peroxido para os extractos Rbus kirkiiem metanolCassia occidentalism metanol &ylopia

odoratissimaem tolueno para os 8 dias de oxidacdo (N=3 + SE).
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Quando em comparacdo com o controlo, no que dieitesao grafico 12 os extractos metanoli-
cos deRhus kirkiie Cassia occidentaliapresentam uma capacidade em reduzir a oxidacatedo
Possuem respectivamente um valor peroxido ao ferBddias de oxidacdo de 80,93 meg/g de amos-
tra £ 0,32 e 77,87 meq/g de amostra + 0,89. Relaiténte aXylopia odoratissimasta revela um
comportamento pré-oxidante, apresentando um valaxmo de 142,27 meg/g de amostra = 0,35. O
resultado obtido para este extracto pode ser devjglmblemas de solubilidade no 6leo, ndo actuan-
do assim correctamente na prevenc¢do da oxidag@iicpou entdo devido a presenca de componen-

tes na amostra que contribuem para a oxidacgéo.
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Graéfico 13: Valor peroxido para os extractos Aldenodolichos huillensipara os diferentes solventes, nos 8 dias
de oxidacdo (N=3 + SE).

Para os extractos dalenodolichos huillensigréafico 13), e tendo em conta o controlo, apenas
extracto metanolico daAdenodolichoswuillensisfolhas apresentou um comportamento pré-oxidante
desde o inicio com um valor peroxido de 144,00 mely amostra = 0,15 ao fim de oito dias. Tal
facto pode ser devido a problemas de solubilidamleeterido extracto em 6leo ou a presenca de
componentes no extraxto com propriedades oxidabesestantes extractos apresentaram uma boa
capacidade em reduzir a oxidacédo do Oleo. Dessdaadem-se em particular os extractosAdeno-
dolichos huillensidolhas e raizes extracto C., respectivamente aloras peroxido de 40,13 meqg/g
de amostra = 0,87 e 38,40 meg/g de amostra * 8,&Gxtractaquosade Adenodolichos huillensis
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folhas com um valor peroxido ao final dos oito di@soxidacéo de 37,47 meg/g de amostra + 0,19.
Estes trés extractos, no que diz respeito ao gitapxtractos da planfedenodolichos huillensisao

0s que em termos de reducédo da oxidacao lipidicavetaram ser os mais eficazes.
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Gréfico 14: Valor peréxido para os extractosBlescia microphyllapara os diferentes solventes, nos 8 dias de oxi-
dacgdo (N=3 + SE).

Para aBoscia microphylla(grafico 14), e em comparagdo com o controlo, apexBoscia
microphyllaem tolueno apresenta-se como pré-oxidante comalon peroxido de 141,47 meqg/g de
amostra £ 0,35. Uma vez mais tal situacdo poderdesedo a eventuais problemas de solubilidade
do referido extracto em 6leo ou a presenca de coerges da amostra que contribuem para a oxida-
¢ao. Dos restantes extractos, destaca-se em particdeBosciamicrophyllaaquoso com um valor
de 72,53 meq/g de amostra + 0,52, pelo que negp® gle plantas este é o que apresenta uma melhor

eficacia em termos de reducao da oxidacéo do oleo.
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Grafico 15: Valor peroxido para os extractos Eeagrostis viscosapara os diferentes solventes, nos 8 dias de oxddaca
(N=3 £ SE).

Os extractos dEragrostis viscosdgrafico 15), apresentam capacidade em reduzirdagio do
6leo ao longo dos oito dias de oxidacdo. Contudgues apresentam melhores resultados, sdo os
extractos deEragrostis viscosaem diclorometano e acetato de etilo, respectivéeneam valor
peréxido de 83,07 meg/g de amostra = 0,12 e 74g@grde amostra £ 0,09. Destes dois extractos o
gue em termos de diminuicdo da oxidacdo pode ssiderado mais eficaz € o Heagrostis viscosa

em acetato de etilo.
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Grafico 16: Valor peroxido para os extractosldgmenodictyon floribundunpara os diferentes solventes, nos 8 dias de
oxidacdo (N=3 £ SE).
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Com os extractos delymenodictyon floribundun(grafico 16), € possivel observar que deste
grupo de extractos, apenas oHlgmenodictyorfloribundumem hexano se revela pré-oxidante ao
final dos oito dias com um valor peroxido de 117@8q/g de amostra + 0,83, isto quando em com-
paracdo com o controlo. No entanto este extradgtiaimente apresenta capacidade em reduzir a
oxidacgao, tornando-se pro-oxidante ao quinto di@. $ugere que este extracto em particular, possui
compostos que numa fase mais avancada de oxidapéitbaem para o aumento desta. Assim em
termos de reducéo da oxidagao, os extractos qesaypam melhores resultados séo o extracto bruto
de Hymenodictyon floribundummascas com um valor de 55,20 meqg/g de amostradt €,0 extracto
aguoso deédymenodictyon floribunduptom um valor d&4,8 meq/g de amostra = 0,85. Observando
o grafico 16 é possivel observar que estes doia@as apresentam um comportamento semelhante

em termos de reducdo da oxidacdo, apesar dosrdéerealores peréxido para cada extracto.
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Gréfico 17: Valor peroxido para os extractos®arinari pumila,para os diferentes solventes, nos 8 dias de oxddaca
(N=3 £ SE).

Para aParinari pumila(grafico 17), é possivel verificar que apenastoaeio deParinari pumi-
la em hexano é que se apresenta como pré-oxidantel@L300,32), eventualmente devido a pro-
blemas de solubilidade ou a presenca de composi®gpepmovem a oxidagcdo. Deste grupo de
extractos € possivel observar que o$danari pumilaaquoso e em cloroférmio, sdo os que apre-
sentam valores perdxido mais baixos, respectivameat55,73 meqg/g de amostra + 0,09 e 52,53
meg/g de amostra £ 0,09, o que sugere que em tetendisninuicdo da oxidacdo da amostra de oleo,

estes sdo 0s mais eficazes.
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Gréfico 18: Valor peroxido para os extractosBleucedano angolenseara os diferentes solventes, nos 8 dias de -oxida
¢éo (N=3 + SE).

Do grupo de extractos apresentados no gréfico U8ndp em comparagdo com o controlo, o
extracto dePeucedan@ngolenseem metanol é o que se apresenta como pré-oxidateum valor
de 117,87 meg/g de amostra = 0,73. As causas praesultado podem ser as mesmas que ja foram
referidas anteriormente para os extractos querssearam como pré-oxidantes. Apenas o extracto
aguoso dé’eucedano angolensgpresentaima boa capacidade em reduzir a oxidacao da anuestra
oleo comercial, apresentando um valor peroxidogé/mmeq/g de amostra £ 0,17.

O extracto ddPeucedano angolensam cloroformioapresenta até ao quinto dia um efeito retar-
dador na formacao de peréxidos, embora a partiapl@sente um comportamento quase coincidente

com o do controlo o que significa que o seu efedssa a ser nulo.
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Gréfico 19: Valor peréxido para os extractos ti@nea antiscorbuticapara os diferentes solventes, nos 8 dias de -oxida
¢do (N=3 + SE).

Para os extractos dennea antiscorbuticggrafico 19), e em comparagdo com o controlo,$ po
sivel observar que o extracto que apresenta um@medpacidade em reduzir a oxidacao da amostra
ao final dos oito dias de oxidagdo é oldleneaantiscorbuticaem metanol (75,60 meqg/g de amostra
+ 0,31). Embora o extracto aguosoTdenea antiscorbuticapresente uma capacidade em diminuir a
oxidacao até ao sexto dia, a partir do qual setpra-oxidante. Isto sugere a presenca de componen-
tes no extracto que inicialmente tém uma capacidadatenuar a oxidacdo, mas que com o decorrer
do tempo a formacédo de perdxidos é acelerada egaeho controlo.

Em termos gerais para o valor peroxido, o extrato os melhores resultados ao final dos oito
dias de oxidacao foi o extrato aquosoAdienodolichos huillensi®lhas com um valor peroxido de
37,47 meq/g extracto + 0,19.

4 CONCLUSOES

Dos extractos que apresentaram uma maior percemtageinibicdo do ABTS, apenas o
extracto aquoso dearinari pumilaé que apresentou uma concentracdo mais elevadampostos
fendlicos. Assim para o extracto aquosoRdginari pumila reactividade com o ABTSpode ser
devido em maioria aos compostos de natureza fenqlie possui. O facto deBascia microphylla
em acetato de etilo apresentar uma concentrac&ordpostos fendlicos que nédo € das mais altas e

apresentar uma boa percentagem de inibicdo deata®BTS, pode ser devido a uma grande capaci-
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dade antioxidante dos compostos fendlicos presentasnbém a existéncia de outros compostos
antioxidantes nao fendlicos, pois ha que ter entacoriacto de os efeitos antioxidantes dos extsacto
poderem néo ser resultado de um Unico compostosimaga sinergia entre compostos.

Ao contrario aParinari pumilaem metanol tem uma concentracdo elevada em consgfesid-
licos mas uma percentagem de inibicdo baixa, opgde ser devido a uma baixa rectividade com o
ABTS™. O extracto que mas se destacou em termos dévigade com o radical de ABTS, foi o de
Hymenodictyon floribunduram acetato de etilo, este apresentou maior pegemtale inibicdo e
maior valor TEAC, apesar da sua baixa concentragd@ompostos fendlicogste factopode ser
devido a grande capacidade antioxidante dos parmuopostos fendlicos presentes e a existéncia de
compostos antioxidantes de natureza nao fendlicar{ga entre compostos). Em relacdo aos valores
TEAC estes apresentam uma relacao linerar (gréjicoom a percentagem de inibicdo do radical de
ABTS. A gama de valores obtidos para o TEAC eneesér de acordo com a gama de valores obti-
dos para extractos de outras plantas como por dzedapregidao do rio Amazonas (Sihe al,
2006).

Dos extractos que apresentaram uma boa capacidadedaestrar o DPPHos deParinari
pumila aquoso e em metanol, Rhus kirkiiem metanol e ddymenodictyon floribunduragquoso,
foram 0s que apresentaram uma concentracdo mai@oeipostos fenolicos. Tendo em conta que
existe uma relacao linerar (grafico 7), entre antjdade de fendis totais e a capacidade antioxedant
pode-se afirmar em relacédo ao método de DPPH, sjas extractos apresentam uma boa capacidade
antioxidante devido a quantidade de compostos ifamdfjue possuem. Os restantes extractos apre-
sentaram uma percentagem de inibicdo de DRRika. No entanto por exemplo o extracto bruto de
Hymenodictyon floribundupapresenta uma concentracao de compostos fendisomais elevadas
entre todos 0s extractos, mas em relacéo aos ide®PPH ndo apresenta uma boa capacidade de
scavenging

Comparando o reultados obtidos para o ABTS e DRIRHbos os testes de capacidade antira-
dicalar, pode-se concluir que os extractoPdanari pumila e Hymenodictyon floribundusdo os
gue se apresentam como fontes promissoras em tearamsmnpostos antioxidantes naturais.

No método de TBA, as amostras tratadas com onzextosctos levaram a quantificacdo de
niveis de MDA idénticos aos obtidos com uma solw@&@®HA 0,1% (p/v). Os etractos &arinari
pumila e Hymenodictyon floribundusdoalguns dos que se mostraram menos eficazes nanpésve
da oxidacdo do acido linoleico. Este método peri@tebém ter uma ideia em relacdo a natureza
hidrofilica e ou lipofilica dos compostos presentes diferentes extractos, que apresentaram capaci-
dade em prevenir a formacado de produtos da oxiddgaeido linoleico. A solucao do referido acido
forma uma emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A), deaidnaior quantidade de agua. Neste tipo de

emulsdes originam-se goticulas de oOleo disperséasspaaquosa (Aulton, 2001), e assim 0s compos-
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tos poderdo actuar de duas maneiras diferenteaprsentarem uma natureza hidrofilica vao actuar
na regido externa da goticula, protegendo dest® mqurte lipidica da oxidacao, se for de natureza
lipofilica actuam dentro protegendo a parte lipadie uma forma mais directa.

No que diz respeito ao método do valor perdxidte esrmite avliar o comportamento dos
extractos, no que diz repeito a diminuicdo da aéddade uma amostra lipidica. Apesar da maioria
dos extractos diminuir a oxidacdo ao longo dossadias, apenas os extractosAgdkenodolichos huil-
lensisraizes extracto C., e aquoso de folhas € queamaralser os mais efectivos na diminui¢cdo da
oxidagdo lipidica.

Em termos de prespectivas para trabalhos futuexs dfectuar-se o isolamento, purificacdo e
caracterizacdo de cada um dos compostos presagaiferentes extractos, sobretudo no$de-
nari pumilae Hymenodictyon floribundunapm o objectivo de elucidar qual ou quais dos cEtg®
fendlicos ou nao fendlicos, apresenta propriedadésxidantes. Por outro lado, o estudo fitoquimi-

co das plantas Angolanas deve continuar devidoesogtados prometedores como fontes de antioxi-

dantes natuais.
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