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Resumo

As plantas naturais foram tradicionalmente usadas na medicina tradicional para tratar varias
doencas, mas nos Ultimos tempos o uso de produtos naturais proveniente das plantas tem vindo
a aumentar, ainda assim, o estudo das diferentes partes destas plantas é limitado. Neste
trabalho foram estudadas cinco plantas: Vitex doniana, Diospyros batocana, Securidaca
Longipedunculata, Sansevieria liberica geroma e labroy e Aloe, todas usadas na medicina
tradicional de Angola/Moxico. Os materiais vegetais recolhidos como folhas, raizes e cascas,
foram previamente secos e partidos, posteriormente foram extraidos por extrator Soxhlet e por
maceracao, utilizando solventes de polaridades crescentes: n-hexano, acetona e etanol, que

permitiu obter diferentes extratos organicos.

Os ensaios de atividade antioxidante dos extratos de etanol e acetona, foram feitos utilizando
o método do radical (DPPH) 2-2-difenil-1-picrilhidrazil, apresentaram uma atividade
sequestradora de radical DPPH muito forte, isto é, nos extratos de etanol das folhas e raizes de
Diospyros batocanae, e o extrato bruto de acetona das cascas da Vitex doniana, e o extrato de
etanol das folhas de Aloe, exibiu uma capacidade sequestrador forte moderada. Enquanto que
os restantes resultados para o extrato de acetona das folhas de Aloe, extrato de etanol das
Raizes de Securidaca Longipedunculata e o extrato de etanol de Raizes de Sansevieria liberica
geroma e labroy, exibiram uma capacidade sequestrador muito baixo classificada de pobre.
Fracionou-se os extratos brutos de n-hexano e acetona das cascas de Vitex doniana, utilizando
o sistema de eluentes por ordem de menos polares para mais polares, a fase moével comegou
com o eluente correspondente aumentando gradualmente a polaridade. As fracées puras, foram
analisadas por RMN e posteriormente por GC-MS. Os resultados obtidos a partir das analises por
GC-MS apresentaram compostos aparentemente semelhantes tanto nas estruturas moleculares
como na constituicdo, com pequenas diferencas nas massas, também, a fracdo 36 apresentou
aspecto de ser composto novo, tanto a analise feita por RMN como as comparacoes por GM-MS.
Na fracdo 36 o composto ambudante foi estigmasta-5,22-dien-3B-ol e 24B8-metilcolesterol e na
fracdo 51-65 o composto maioritario é 24B-etilcolesterol e Estigmasta-5,22-dien-38-ol.

A andlise do extrato de acetona da parte solivel em n-hexano apresentou diferentes compostos

como muitas misturas.

Palavras chave

Compostos bioativos, Extracao de compostos bioativos, Ensaios de atividades antioxidante por
DPPH
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Abstract

Natural plants have traditionally been used in traditional medicine to treat various diseases,
but in recent times the use of natural products from plants has been increasing, yet the study
of the different parts of these plants is limited. In this work five plants were studied: Vitex
doniana, Diospyros batocana, Securidaca Longipedunculata, Sansevieria liberica geroma and
labroy and Aloe, all used in traditional medicine in Angola / Moxico. The collected plant
material such as leaves, roots and bark have previously been dried and broken, were then
Soxhlet extractor and extracted by maceration using increasingly polar solvents: n-hexane,

acetone, and ethanol, which yielded different organic extracts.

The antioxidant activity assays of the ethanol and acetone extracts were made using the radical
(DPPH) 2-2-diphenyl-1-picrylnydrazyl radical method, exhibited very strong DPPH radical
sequestering activity, ie ethanol extracts of leaves and roots of Diospyros batocanae, and the
crude acetone extract from Vitex doniana peels, and the ethanol extract from Aloe leaves,
exhibited moderate strong sequestering ability. While the remaining results for the acetone
extract of the leaves of Aloe, ethanol extract of the Securidaca Longipedunculata roots and
the ethanol extract of roots of Sansevieria liberica geroma and labroy, exhibited a very low
sequestering capacity classified as poor. The crude extracts of n-hexane and acetone from the
Vitex doniana shells were fractionated using the eluant system in order of polar to less polar,
the mobile phase began with the corresponding eluent gradually increasing the polarity. The
pure fractions were analyzed by NMR and then GC-MS. The obtained results from the GC-MS
analyzes showed apparently similar compounds both in molecular structures and in the
constitution, with small differences in the masses. Also, fraction 36 presented an aspect of
being a new compound, both NMR analysis and comparisons by GM-MS. In fraction 36 the
ambitant compound was stigmasta-5,22-dien-3B-ol and 24B8-methylcholesterol in fraction 51-65

the major compound is 24B8-ethylcholesterol and Stigmasta-5,22-dien-38-ol.

Analysis of the acetone extract of the n-hexane soluble part showed different compounds as

many mixtures.

Keywords

Bioactive Compounds, Extraction of Bioactive Compounds, Antioxidant Activity, Testing by
DPPH
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1. Introducao

Desde a antiguidade as plantas foram utilizadas em diferentes partes do mundo como
medicamento tradicional para tratamento de diversas doencas, de acordo com a sua eficacia

terapéutica.'

Atualmente existem diversos compostos quimicos sintéticos, que sao dispendiosos e apresentam
um nivel elevado de efeitos colaterais cada vez mais persistentes, porém, o pensamento de
procurar compostos potentes e com baixo indice de toxicidade para combater varias patologias,
é cada vez mais desafiante. Consensualmente, a ideia de utilizar substancias de origem vegetal
€ uma necessidade observada como via alternativa que pode também garantir a saide humana.
Do mesmo modo, os fitoquimicos ou moléculas bioativas, também se estdo tornando opcoes

alternativas contra varias epidemias.

Os fitoquimicos sdo compostos quimicos extraidos de plantas.>® Estes compostos ganharam
consideracoes significativas devidos varios beneficios associados a salde, razao pela qual
tornaram de tal interesse de que eles podem reduzir o risco de muitas doencas, como
cardiovascular e alguns tipos de cancer.* Isso é possivel devido as suas composicdes quimicas,

(fibras metabolitos secundarios) ou algumas combinacdes de substancias vegetais .

Por outro lado, a ampla gama das espécies de plantas com substancias e potencial terapéutico,
proporciona oportunidade experimental ilimitada explorada na medicina tradicional. Também,
estas espécies podem servir como recurso real para inovacao e o desenvolvimento econémico
das sociedades, bem como aproveitamento da abundancia do potencial ativo dos fitoquimicos
das diferentes espécies de plantas, servir como uma ferramenta viavel de recursos para
indUstrias farmacéutica para produzir diferentes drogas.”® Por exemplo, a descoberta da
artemisinina, droga antimalarico com a biocompatibilidade muito potente, isolada de Artemisia

9,10

annua °'°, é um dos resultados de grande sucesso na pesquisa de produtos naturais.

Atualmente, os produtos naturais ndao s6 oferecem alta biocompatibilidade com efeitos
colaterais menos acentuados', como também contribuem grandemente para o desenvolvimento
de muitos medicamentos aprovados no mercado.'®'"'2 De acordo com a organizacdo mundial
da salde (OMS), mais de 80% da populacdo mundial depende da medicina tradicional para

resolucdo das suas necessidades primarias de salde.®"

Por exemplo, na Asia e na Africa, as necessidades primarias de cuidados de salde através do
consumo de medicamentos tradicionais a base de produtos naturais sao bastante satisfatorias,
como o uso de ervas entre a maioria da populacao, devido a falta de modernas instalacoes de

saude e elevados custos em despesas médicas.'*"

Porém, verifica-se que a maioria das plantas utilizadas na medicina tradicional em diversas
comunidades esta sem a devida justificacao cientifica, para um uso eficiente.'3 Contudo, varios

estudos etnofarmacoldgicos relataram a descoberta de novos fitoquimicos, de bioatividades,



bem como aplicacdes biologicas, fatores nutricionais e potenciais mecanismos moleculares de
compostos bioativos descobertos em muitas espécies de plantas. Também, foi relatado a
presenca de metabolitos secundarios como responsaveis pelos diversos efeitos terapéuticos

apresentados nas substancias das plantas.'¢!7,18.19,20

1.1. Metabolitos secundarios

Os organismos vivos, ou seja, muitas células constituintes das plantas biossintetizam diversos
compostos quimicos necessarios para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia.2' Estes compostos
podem serem divididos em duas categorias como metabolitos primarios e secundarios. Os
primeiros, sao substancias quimicas responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento, como
hidratos de carbono, aminoacidos, proteinas e os lipidos, enquanto que os metabolitos
secundarios, sao um conjunto de compostos responsavel pela capacidade global de
sobrevivéncia e para sua interacdo com a vizinhanca??,, como terpenoides, alcaloides e

compostos fenolicos.?3%

Muitas vezes, estes metabolitos secundarios sdo produzidos numa fase subsequente ao
crescimento, sem desempenhar funcoes no crescimento embora ajudem a sobrevivéncia,
apresentam estruturas quimicas invulgares, por vezes sao formados como misturas ou como
derivados de uma determinada familia de compostos). Pois que, a producao destes metabolitos
é regulada pelas necessidades especificas de cada espécie, como por exemplo a producio de
compostos volateis pelas flores para atrair insetos polinizadores e a sintese de compostos
toxicos para afugentar patogéneses, herbivoros e para diminuir o desenvolvimento de plantas
vizinhas.?>%¢ Estes compostos bioativos das espécies de plantas podem possuir diferentes efeitos

sobre os sistemas bioldgicos humanos.?”

1.1.2. Definicdo de compostos bioativos

Segundo Boots e outros?®, considera-se compostos bioativos alguns metabolitos secundarios que
possuem efeitos sobre o sistema bioldgico. Assim, uma definicdo simples para compostos
bioativos provenientes das plantas, segundo o Bernhoft A.2°; compostos bioativos ou
metabolitos secundarios sdao compostos quimicos que exercem efeitos farmacologicos ou

toxicoléogicos em humanos ou animais.

1.1.3. Localizacdo dos compostos bioativos

Os compostos bioativos, permanecem juntos com outros compostos presentes nas plantas e
podem ser identificados em varias partes da planta como frutas, folhas, cascas, raizes e

caules.2?



1.1.4. Funcbes dos compostos bioativos nas plantas

Os compostos bioativos exercem enumeras funcoes de defesas nas plantas, combatem os
herbivoros e patogéneses, estes mecanismos envolvem diferentes técnicas desde barreiras
fisicas como, camada de cera, espinhos, producdo de resina até a resisténcia quimica, atribuida
aos metabolitos secundarios.?? Estes compostos bioativos exercem protecdo contra macro e
microrganismos nas plantas. Além de serem defensores contra stresses bioticos, os compostos
fenolicos defendem as células e tecidos das plantas contra os danos oxidativos provocados por
stresses abioticos, atuando como antioxidantes.?3:3%3" Contudo, os compostos fendlicos
apresentam muitas propriedades como estas nas plantas, razdo pela qual podem também ser

utilizados em humanos, para prevencao e controlo de algumas doencas.3°

1.1.5. Classificacdo de compostos bioativos

Os compostos bioativos podem ser classificados por diferentes categorias, de acordo com a
conveniéncia da classificacdo, por exemplo, as classificacdes biossintéticas podem ser feitas
recorrendo na origem natural dos compostos e nao depender dos seus efeitos
farmacologicos.?2? Assim, os compostos bioativos de plantas podem ser divididos em trés

categorias principais como terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos .2324

A maioria dos compostos bioativos pertence a uma destas trés familias, agrupadas segundo com
as suas carateristicas estruturais particulares, conforme s&o sintetizados naturalmente.3'
Porém, os grandes desafios consistem no processo de obtencao dos compostos bioativos
responsaveis pelos potencias efeitos terapéuticos a partir das plantas, para logo serem
atribuidos identidades, uma vez que, sao necessarios passos adicionais como selecdo e colheita,
extracdo, estudo de atividade biologica, isolamento, andlises e a caracterizacao.'®3?
Considerando os seus importantes efeitos para a saude, os métodos eficientes de extragao de
compostos bioativos naturais, as avaliacdes adequadas da atividade antioxidante, bem como os

principais recursos de plantas medicinais, atraem grande atencao na ciéncia.?3

1.1.6. Extracdo de compostos bioativos das plantas

Em geral, a extracdo é um dos primeiros passos indispensaveis em qualquer estudo de
compostos bioativos a partir das plantas medicinais’, dada a importancia do papel que
desempenha no processo, influencia o resultado final. A diversidade de compostos quimicos em
diversas espécies de plantas, permite implementar as aproximacdes referenciais de modo a

retirar das plantas as substancias desejadas.?’-33:34

No entanto, a utilizacdo de um método eficiente e rapido para uma extracao fitoquimica a
partir de materiais de plantas, permanece como um desafio, devido as limitacdes inerentes a
varios métodos de extracdo.3>3¢ Assimsendo, motiva os investigadores a exploraciao de técnicas
de extracdo mais eficientes e economico baseada numa abordagem qualitativa e quantitativa

da extracdo.* Porém, inicialmente sdo necessarios cumprir abordagens que descrevem



sequéncias (Figura1) relativas ao conhecimento botanico da planta medicinal em estudo, desde
o nome até a utilizacio na medicina tradicional.3? Seguidamente consideram-se passos
subsequentes que caraterizam os materiais vegetais da planta em causa e escolher um método
de extracdo adequado.3? De seguida, caraterizar o perfil fitoquimico dos extratos, no que
respeita aos compostos bioativos, fase seguinte fazer analise de atividades biolégicas in vitro
dos extratos brutos ou purificados para se aferir a potencial atividade bioldgica.??
Posteriormente, fazer separacdo e/ou isolamento, analise de caracterzacao e classificacdo ou

identificacao dos compostos bioativos.
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Figura 1.Floxograma de fases das metodologias envolvidas em estudo fitofarmacoldgico, adaptado.”’

No entanto, a eficacia dos resultados muitas vezes depende em grande medida do método
escolhido." Porém, existem diversas técnicas para a extracdo dos compostos bioativo nas
plantas medicinais, apenas algumas delas pode serem utilizadas, embora todos possuem a
finalidade de extracao dos compostos bioativos nas plantas, como melhor sensibilidade,
aumento da concentracao de composto de interesse, aumentar a seletividade e eficiéncia dos

métodos na extracdo.??

Segundo Smith®’, os compostos bioativos podem ser extraidos por técnicas de extracdo que se
baseiam no carater estrutural dos materiais vegetais e capacidades de extracao dos solventes
utilizados. Afinidade molecular entre solvente e soluto, transferéncia de massa, seguranca
ambiental, toxicidade humana e viabilidade financeira, também s&o tidos em consideracdo na

escolha de solvente para uma extracdo de compostos bioativos.2?

Diversos procedimentos de extracao, incluindo métodos de extracao tradicionais e métodos de
extracao nao-tradicionais, pode serem escolhidos para extracao de compostos bioativos a partir

das plantas medicinais.3 Os métodos de extracdo convencionais sao principalmente extracio

4



de Soxhlet, maceracdo, infusdo, filtracdo e ebulicio sob refluxo. Alguns destes métodos
consomem muito tempo e quantidade relativamente elevada de solventes organicos, o que
reduz os rendimentos de acordo com as condicoes de extracao, além disso, o processo de

aquecimento longo, como extracao de Soxhlet, que pode levar a degradacao dos compostos.

Os métodos de extracdo nao convencionais sdo extracdo assistida por micro-ondas (EAM),
extracado assistida por ulta-som (EAU), extracao com fluido supercritico (EFS) e extracao liquida
pressurizada (ELP)3°. No entanto, todas estas técnicas sdo utilizadas para a extracdo e podem
serem selecionadas de acordo com os compostos alvo.“’ Entretanto, como os compostos alvos
podem ser nao polares ou polares e termicamente labeis, a adequacdo dos métodos de extracao

¢ impotante. '

Quando nada ou pouco se sabe sobre a natureza dos metabolitos secundarios, como a
abordagem etnofarmacologica (somente se tem uma hipotese sobre a atividade biologica),
todos os extratos sao potencialmente de interesse biologico, logo, a opcdo do método de
extracdo mais produtivo deve imitar as drogas a base de plantas, conforme descrito nos

procedimentos tradicionais.”*'

Para a extracdo dos compostos bioativos das plantas utilizando procedimentos metodologicos
convencionais como a extracao de Soxhlet, e maceracao, a extracdo deve basear-se em
solventes por polaridades crescentes para uma separacao preliminar assegurada nas

propriedades hidro/lipofilicas dos compostos biologicamente ativos.4%42

A extracdo com Soxhlet (Figura 2), em geral uma quantidade de amostra seca é posta a um
extrator e por sua vez, o extrator é enfiado num baldo de destilacdo que contem solvente
escolhido, dada a temperatura a solucdo transborda até ao nivel da porta do extrator e é
aspirada por um sifao. O sifao por sua vez descarrega a solucao de volta no balao de destilacao.
A solucao transporta o soluto extraido para o liquido. O soluto fica no baldao de destilacao e o
solvente penetra de novo ao material em extracdo. O movimento é efetuado repetidas vezes

até a conclusdo da extracdo.*?
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Figura 2. Esquema e montagem do extrator como extrator Soxhlet.*

Maceracdo é uma maneira facil e barata de se extrair os compostos ativos a partir das plantas,
¢ usada para extracbes em pequenas quantidades.“> A maceracio é feita em varias etapas,
onde, em primeiro lugar faz-se a moagem de materiais, reduzindo-as em graos para aumentar
a area de superficie e uma mistura adequada com o solvente. A seguir, adiciona-se o solvente
num recipiente fechado a temperatura ambiente. O liquido é coado, o bagaco é prensado para
recuperar grande quantidade de soluto. O obtido é filtrado para separar as impurezas. A
temperatura ambiente diminui a possibilidade de degradacdo de metabolitos termolabeis e a
agitacao em geral facilita o processo de extracao, aumenta a difusao e permite contacto

repetitivo de solvente com amostra para aumentar o rendimento de extraco.*
1.2. Solvente para extracao dos compostos bioativos de plantas

O crescente interesse em metabolitos secundarios derivados de plantas, motiva a procurar
técnicas para extracdo com menores custos e reducdo de consumo do solvente para suprir as
limitacdes no rendimento do processo. Para uma extracdo vantajosa de compostos bioativos é
necessario ter em consideracao alguns fatores na escolha de solvente como afinidade molecular
entre solvente e soluto, transferéncia de massa, seguranca ambiental, toxicidade humana e
viabilidade financeira. Foi estudado o impacto de diferentes tipos de solventes como n-hexano,
acetona, etanol, metanol alcool etilico entre outros, para fins de extracao e analisaram varios

solventes de diferentes polaridades que devem ser usados em varias partes das plantas como



frutas, flores, folhas, cascas, raizes e sementes, para extrair diferentes compostos bioativos de

plantas, com alto grau de precisdao.?’

No entanto, a selecao do solvente depende muito da natureza especifica do composto bioativo
de interesse.** Onde, solvente de polaridade semelhante ao soluto, dissolvera adequadamente
o soluto semelhante. Assim, varios solventes podem ser usados sequencialmente, desde o
menos polar até a mais polar (Figura 3), como n-hexano, cloroférmio, acetato de etilacetato,

diclorometano, metanol e agua.?’
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Figura 3. Fluxograma do processo de extracao convencional (maceracao, decoccao refluxo, soxhlet)
em solventes de polaridade crescente.”

1.2.1. Limita¢cdes

Apesar destas técnicas continuarem a ser mais utilizadas na extracdo de compostos bioativos,
contudo, apresentam algumas desvantagens, como tempo de extracdo elevado e necessidade
de grande quantidade de solventes, baixa seletividade de extracdo e em alguns casos a
decomposicao térmica de compostos.*’*¢ Mas, todos estes métodos de extracdo fazem uso de
mesmo conjunto basico de conceitos para concentrar o analito seletivamente em uma fase. As
taxas de extracao sao baseadas na cinética de migracdo, que sao controladas pela temperatura
e pelas taxas de difusao nas duas fases. Porém, um equilibrio deve ser obtido entre a extracao
completa de todos os compostos organicos solUveis e a extracao seletiva apenas dos compostos

de interesse.?”

1.3. Caraterizacéo das plantas estudadas

1.3.1. A espécie do género Aloe

Neste trabalho a planta Aloe, foi caracterizada utilizando os dados disponivel sobre o género
da planta Aloe espalhado no mundo, pelo fato de nao ser encontrar dados que especifica a

espécie em que pertece esta planta do género Aloe recolhida em Angola/Moxico.



Aloe (Al) (Figura 4), é um género de planta que contém mais de 530 espécies de plantas
suculentas floridas*’, sdo cultivadas para diversos fins tais como farmacéuticos, pertence a
familia Asphodelaceae ou Lilliaceae (familia de lirios). Originaria principalmente da Africa
Tropical e do Sul, Madagascar, Jordania, Peninsulas Arabicas e muitas Ilhas do Oceano Indico,
algumas espécies também surgem noutras regides do Mediterraneo, na Australia, na América
de Norte e do Sul. Geralmente encontradas em terrenos aridos, pelo que necessitam de pouca
agua, fixando uma grande quantidade nas suas folhas para posterior uso.*® Vulgarmente é

conhecida pelas etnias no Moxico, com o nome vernaculo de Tchilombo.

Figura 4. Imagem da espécie de planta do género AL, fotografada por Antonio M. Selua, em Agosto
2017, no Municipio do Leua, aldeia do Soba-Kapalu, Moxico/Angola.

A nivel botanica Al, é considerada perene, a maioria das espécies de Al possuem uma roseta de
folhas grandes e grossas de cor cinza verde-claro, e margens arrumadas com dentes. As flores
de Al sao tubulares frequentemente amarelas, laranja, rosa ou vermelhas, agrupadas e
pendentes, suportadas no apice do caule sem folhas. Muitas espécies de Al aparece sem haste
com a roseta crescente direitamente ao nivel do solo, caule ramificada ou nao, onde sai as

folhas carnudas.*®

Al vera é cultivada como planta ornamental tanto em jardins como em vasos. E usada tanto
interna como externa em seres humanos como medicamentos ou alternativa.*’ O gel liquido das

folhas das espécies Al, é (til para tratamento em queimadura, feridas, erupcoes cutaneas e



como laxante.?® As espécies de Al possuem abundantes metabolitos secundarios Uteis em folhas
e raizes.’® As espécies do Género Al, foram relatados possuir inimeras atividades, incluindo
antioxidantes, anticancerigenas, antillceras, antialérgicos, antiinflamatorios,

imunomoduladores, hepatoprotectores, antiulceras, e antidiabéticos. 3’

Segundo Hamman®?, defende que a maioria dos beneficios para a salde associados ao género
Al, sdo atribuidos aos polissacaridos presente no gel foliares. Estas espécies da planta Al, possui

50,52 0 resto do

a principal carateristica de elevado teor de agua, com a variacdo de 99,5%.
material solido ronda a 0,5-1,0%, a planta apresenta mais de 75 diferentes compostos
potencialmente ativos, incluindo vitaminas, minerais, enzimas, polissacaridos simples e
complexos, fendlicos, acidos organicos, soliveis em aguas e gorduras.>' Exemplo dos compostos

quindlicas da familia fendlicos.*

1.3.2. Securidaca longipedunculata

Securidaca longipedunculata (Figura 5), € uma planta pertencente ao género Seguridaca da
familia Polygalaceae, cientificamente é conhecida como Securidaca longipedunculata (Sl),
compreende cerca de 80 espécies, normalmente é reconhecido com o nome vernaculo de
Mutchatcha no Moxico ou Mutata. Em outros paises africanos, as espécies sdo chamadas em
varios nomes vernaculos diferentes de acordo com grupos culturais e étnicos, como por
exemplo: violeta fibrosa ou violeta da Rodesia, Sotho, Tswana, amarico, mupapi, lilo, mufufu
shotora entre outros. A planta é muito utilizada na medicina tradicional para o tratamento de
varias doencas em muitos paises africano incluindo Angola, Benin, Botsuana, Burundi, Africa do

Sul, Sudao, Republica Democratica do Congo, Mocambique, Zambia, entre outros.>3

i 1T
Figura 5. Imagem da pequena planta Secundaca Long1pedunculata fotografada por Antomo M. Selua
em Agosto 2017, no Municipio do Moxico, aldeia de Altu-Campo, Moxico/Angola



A nivel botanica a S|, é bastante interessante, é uma arvore de pequena a médio porte tendo
uma altura geralmente entre 6 a 12 metros. As suas folhas alternadas mais ou menos sem pelos
que varia no tamanho e forma. Possue galhos cobertos de pelos finos. Produz flores, aglomera-
se, e sao pequenas com cor rosa a lilas ou purpura, adocicadas e produzidas no verao. Casca

lisa palico e oblongo. Frutos noz redondas, muito venosas.>>

O principal uso etnomedicinal da Sl em diferentes paises, € comumente utilizada raizes, cascas
e folhas, para o tratamento de varias doencas. Também foram relatadas atividades
antimicrobiana, propriedades farmacologicas, citotoxicidade, fitoquimica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antidiabética, antimalarica, antiparasitaria, anti-helmintica, anticonvulsivante e

inseticida.

Na medicina tradicional S|, é considerada multifuncional sendo de longa historia em uso
tradicional africana no tratamento de varias infecbes como balsamo natural, doencas
transmissiveis sexualmente, hérnias, tosse, febre, constipacdo, dores de cabeca, reumatismo,
dor de estomago, malaria, tuberculose, epilepsia e convulsdes, infecoes da pele, inseticida,
pesticida e também ¢é usada como afrodisiaco para espécies masculinas. As folhas frescas
juntamente com acasca de Gardinia erubescens, moidas e aplicadas externamente duas vezes
por dias durante 60 dias para tratar cancro de pele e outras infecgoes cutaneas, também as
folhas secas moidas em po e colocadas no fogo o fumo resultante € inalado e trata dor de

cabeca, enquanto for cozida e tomada por via oral para fins anticoncepionais.>?

Compostos quimicos isolados de Sl., sdo relatados os oleos volateis das raizes em grandes
quantidades de Salicilato de metilo na casca de raiz, 90% de metil-2-hidroxibenzoato. Além
disso, de Securinina presenegenina foram isolados ésteres de metil-2-hidroxi-6-metoxibenzoato
(Figuar 6) e seus derivados. A planta é também relatada contendo glicésidos, alcaloides,

antraquinonas, dleos volateis, flavonoides, saponinas, terpenoides e xantonas, esteroides.>3>

—
- o}
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Securinina

Metil-2-hidroxi-6-metoxibenzoats

Figura 6.Alguns compostos isolados em Securidaca Longipedunculata.>?

1.3.3. Diospyros batocana

Diospyros batocana (Figura 7), é uma planta lenhosa do género Diospyro, que pertence a familia
Ebenaceae de espécie batocana, faz parte da subfamilia Ebenoideae pantropical de 500-600
especies >, a planta é designada cientificamente como Diospyro batocana (Db.), com sindnimos
D. odorato e D. xanthocarpa e na Provincia do Moxico/Angola, é denotada vulgarmente com o
nome vernaculo de Mulima. A planta é utilizada na medicina tradicional em muitos paises de

oeste africano, como Zambia, Angola, Zimbabwe e Republica Democratica do Congo.>>>®
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Figura 7. Imagem da pequena planta Diospyros batocana, fotografada por Antonio M. Selua, em
agosto 2017, no Municipio do Leua, aldeia de Soba-Kapalu, Moxico/Angola

0 género da planta é bastante interessante. Existem poucos relatos sobre a espécie Db. Mas os
relatos frequentes sao do género Diospyros, utilizados em muitas praticas da medicina
tradicional Africana. Por exemplo no Moxico, as partes de Db, mais usadde sao as folhas, casca
de haste e raizes. De acordo com a informacdo dada pelo Daniel Camisa, coordenador provincial
da Camara Profissional dos Terapeutas da Medicina Tradicional e Natural em Angola da
Provincia, as folhas verdes sao moidas e postas na agua, coado, o liquido resultante é tomado
duas vezes ao dia, durante 7 a 8 dia, trata febre tifoide, tosse, dores de estdmagos, diarreia,

dor de cabeca.

Também as folhas sao moidas com agua, a massa resultante é esfregada no corpo para tratar
sarampo e outras doencas da pele. O mesmo processo pode ser realizado com as cascas da
haste. As raizes sao utilizadas principalmente como produtos para branquiar os dentes, as
rarizes sao utilizadas em casos especificas devido ao poder agressivo, por exemplo se estiver
em contacto com a pele pode provocar feridas com carateristicas de queimaduras, segundo
disseram os anciaos: Soba Kapalo, Evaristo Samanhundo, Abraao Mwakanduli, Gabriele Munuga

e Daniel Camisa.

A nivel botanica a Db, é considerada arvore ou arbusto verde perene, alta até uma altura
geralmente de 12m, com suas folhas de couro, verde brilhante acima, cinza-verde brilhante
abaixo. A planta produz flores pequenas, brancas-creme, as vezes de tom violeta, aparece fofo
na madeira velha. Das flores desenvolvem frutas alaranjadas comestiveis, arredondadas, ovais,

carnosas € maduras com um sabor amargo.
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A planta apresenta alguns fitoquimicos como: Triterpenos, Naftoquindnas, Cumarinas e
flavonoides.>®” As cascas de raiz da Db, examinadas foi notada a presenca de 1-metijuglona,
2-metilnaflazaina, rotundiquinona, mamegakinona, diospirina, diospironona, isodiospirina e
batocanona. O composto batocanona provou ser O(-)-enantiomero de isodiospirina-2;2-epdxido,
é também provavel a existéncia de B-dihidrodiospirina (Figura 8). Pouco relato encontrado
sobre a atividades biologicas e a composicao quimica da espécie batocana, assim como outros

dados.>®

Figura 8.8-dihydrodiospyrin, composto maioritario insolando Db. *®

1.3.4. Sansevieria liberica género e. Labroy (Slgl)

Sansevieria liberica género e. labroy (Slgl) (Figura 9), € uma planta que pertence a familia
Asparagaceae de género Sansevieria, com nome cientifico Sansevieria [, g e labroy (Slgl) e
vulgarmente é denotada com o nome vernaculo de Mucumbatulo, na regido Leste de Angola,
particularmente Moxico. Pode ter varios nomes de acordo com a constatacdo cultural da regiao,
exemplo; na Nigéria e denominada como mooda, ebube, agu, okonno e oja ikoko, também
outros povos atribuem nomes comuns que incluem lingua da sogra, corda de arco africana e

lirio de leopardo. Pode ser encontrada em varios paises do mundo.

A planta é utilizada para muitos fins assim como a medicina tradicional na maioria dos paises
particularmente os paises africanos.>’ A nivel botanica a Slgl, é considerada perene e rizomas.
Com folhas rigidas fibrosas de margem vermelhas, tendo uma altura de 2 pés decorrente da
planta rastejante. Com a raiz de caule acima do solo e nao se torna madeira, € longo com
fibras, cresce rapido e ramificada: Inflorescéncia mais longo 50 a 80 cm de comprimento do
que as folhas. As flores apresentam uma coloracao branca sao cultivadas como plantas

ornamentais. A planta é usada na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas .>®
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A planta é caracteristica de algumas espécies (fitoquimica): Oleos, Aclcares redutores,

Alcaloides, Saponinas, Taninos e Antraquinona, Flavonoide, terpeno, Oleos rapidos, glicosidos,
57,59

proteinas, esteroides.

Figura 9.Imagem da pequena planta SLGL, fotografada por Antonio M. Selua, em Agosto 2017, no
Municipio do Leua, aldeia de Soba-Kapalu, Moxico/Angola

Slgl, é utilizada no tratamento de infecoes oculares, inflamacdo (suco foliar); dor de dentes
(suco de fruta juntamente com fluido de caracois); febre, dor de cabeca e frio (fumaca de
folhas ardentes inaladas); tosse, dor, inflamacao, infegdes , convulsdo, diarreia e como tonico
estimulante (coacdo de raiz), uso das preparacoes de folhas e raizes da planta no tratamento
de hemorroidas; problemas no ouvido e nos olhos; variola e sarampo; doencas venéreas;
desnutricao; paralisia, epilepsia, convulsées e espasmos; problemas pulmonares; e como

vermifugo.©°

Também relataram o uso da planta como remédio para infecdes parasitarias. Relata-se também
sobre a planta a existéncia de atividades biolégicas da espécie, assim como: anti-inflamatério®®,
antidiarreicas®’, hepatoprotectores, depressores do SNC e anticonvulsantes®’, analgésicos®?

anti-espontaneo e antileishmanial e antiplasmodial.®®
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1.3.5. Vitex doniana

Vitex doniana (Vd) (Figura 10), € uma arvore caducifélia de pequena a médio porte, cresce até
18 a 25 m de altura, com fuste sem ramificacoes até 11 m. O diametro do fuste pode crescer a
90 cm. A espécie Vd. consiste em mais de 270 espécies, pertence a familia lamiaceae do género
Vitex L. Quando adulta, a superficie da casca é fissurada, escamosa e é de cor branca

acinzentada.

Figura 10.Imagem da Vd., tirada pelo autor em agosto 2017, fotografada por Anténio M. Selua,
em Agosto 2017, Municipio do Moxico, aldeia de Sakassagem; Moxico/Angola,

As folhas sao opostas digitalmente compostas com, em geral, 5 folhetos. As flores sao brancas,
excepto no lobo maior que é roxo, bissexuais, zigomorfa. A fruta é arroxeada, carnudas de 4

células de madeira até 4 sementes, geralmente hermafroditismo.63:64.65,66

A espécies Vd, vulgarmente é denotada na regidao do Moxico/Angola, com o nome vernaculo
Tchikamba ou Xikamba.®” Pode ter varios nomes de acordo com a constatacdo cultural em
diferentes regides, por exemplo Ameixa negra ou azeitona Africana, carvalho africana, Dinya,
Galbihi, oori-nla entre outros. Cresce na Africa, € uma arvore bem-adaptada em regido de clima
tropical como Angola, Zambia, Tanzania, Uganda, Nigéria, Africa de Sul, Etidpia entre

outros . 64,66,68
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Vd, é uma arvore bastante interessante e curiosa, util e multifuncional. Varias partes da planta
sao usadas fornecendo diversos aproveitamentos tanto para fins alimentares, madeireiras
terapéuticas, no tratamento de doencas comumente causadas por microrganismos patogénicas
regulares que incluem Bacilos Sublilis Esccherichia Coli entre outros.®® A fruta seca e fresca
além de ser alimento, pode ser consumida como remédio de diarreia, aumentar vitamina Ae B
no organismo, também, a fruta, é tradicionalmente usada para melhorar a fertilidade, tratar

doencas como raquitismo, disturbio gastrointestinais e ictericia.

O suco das folhas jovens espremidas, pode ser usado para tratar conjuntivite e outras queixas
oculares, também degolacdo folear aplicada externamente, melhora o fluxo do leite materno,
e trata dores de cabeca, rigidez, sarampo, erupcao cutanea, febre, doencas respiratorias.
Também a preparacdo das cascas de caule em p6 é tomada para tratar colicas, e em algumas
comunidades usam para controlar sangramento pois parto, problemas de estomagos e rins,
doencas de figado, gastroenterite, desinteria. Na Africa ocidental e austral, é usada para tratar
ITS, gestao de HIV/SIDA, cicatrizacdo de feridas, doencas da pele, diarreia como consequéncia
de imunidade®%8¢° vd, é uma planta com altos valores socioecondmicos.®* Alguns estudos
relatam algumas atividades bioldégicas como: anti-hipertensiva no extrato das cascas,

tripanocida, in vitro, atividades antioxidante, hepatocurativa, anti-HIV.7%7"72

Também, os compostos como alcaloides, aldeidos, acidos, esteres, cetonas, saponinas, taninos
flavonoides, hidratos de carbono, esteroides, terpenos e os fenodis, foram identificadas nos
extratos de folhas, frutas e cascas de raizes.®>%® Analises fitoquimicas comprovaram uma
dominancia de metabolitos secundarios polares, que aumenta a capacidade dos extratos inibir
o desenvolvimento dos patogenios que pode ser como resultado da presenca de substancias
bioativas, como alcaloides saponinas, taninas, flavonoides, esteroides entre outros.®® E uma
planta com ricas bioativas que pode contrapor os efeitos nocivos a salde, como os resultados

das reacdes oxidativas ocorrentes no organismo humano.
1.4. Reacdo de oxidacdo-reducio

Considera-se reacbes de oxidacdo-reducao, as reacOes caraterizadas pela transferéncia de
eletroes, isto é diferente das reacdes acido-base, onde acontece a transferéncia de protoes.
Portanto, o termo oxidacao surgiu em principio para mostrar a combinacdo de um elemento
com o Oxigénio. Contudo, nos tempos atuais, possui um sentido muito vastoonde pode abranger
reacoes sem a participacao de oxigénio. Assim, quando numa reacdo onde ha envolvéncia de
perda de eletrées denomina-se reacao de oxidacao, enquanto que uma reacao que envolve o
ganho de eletrées, denomina-se reacao de reducdo. Neste caso, quando um elemento é oxidado
(doa), este age como agente redutor (quer dizer que doou eletroes a outro, provocando-lhe a
reducao), ao passo que, quando um elemento se reduz (recebeu), este age como agente

oxidante, (quer dizer que recebeu eletrées causando a oxidacdo do outro).”37473
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1.4.1. Radicais livres

O oxigénio (02) é necessario para os seres vivos da Terra, especialmente os humanos, mas ao
mesmo tempo ¢é prejudicial. Aos humanos é essencial nas reacoes de oxidacao para rotacdo de
adenosina-trifosfato (ATP) e biossintese. No entanto, ao receber um Unico eletrdo, transforma-
se em radicais de oxigénio que sao muito reativos e que danificam lipidos, proteinas, e DNA

celular, o que pode contribuir para a morte celular e diversas doencas.”>7¢

Radical é uma espécie composta com um eletrdo na orbital mais externa.”” Assim, Oxigénio é
uma molécula com dois radicais, esta apresenta dois eletroes desemparelhados com spin
paralelo em orbitais diferentes.”®”° Por inimeros processos enzimaticos e nao-enzimaticos
processados constantemente nas células, o oxigénio recebe um eletrdao o que lhe transforma
espécies reativas de oxigénio (ROS, e inglés reative oxygen specie). Através da qual reduz-se
as ROS como radical superdxido (0z2°), o nao-reativo peroxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxil (OH*) sdo radicais de oxigénio altamente reativos nas células.®® Contudo, a formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), a partir do oxigénio molecular (02), nas células é uma

ocorréncia diaria natural no organismo.””

O radical hidroxilo, é altamente reativo®', causa danos oxidativos a proteinas e ao DNA, e é
formado por um processo nao enzimatico a partir do superdxido na presencia de Fe?* ou Cu*,
também forma peroxido lipidicos.”® Em alguns casos as consequentes lesdes por radicais livres,
representa motivo de danos dos tecidos em varios processos patologicos neurodegenerativas,
como doencas inflamatoérias, certos cancros, cataratas, declinio do sistema imunitario, diabetes

tipo 1, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, e danos celulares.

1.4.2. Oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica pode ser provocada por radicais livre ou espécies reativas de oxigénio, que
ocorrem em numerosas reacdes de grande relevancia no organismo 75. A peroxidacao lipidica
pode acontecer por trés vias, a primeira denomina-se por via classica, € uma reacao em cadeia
ndo-enzimatica promovida por radicais livres, a segunda ndo enzimatica, com a auséncia dos

radicais livres, via foto-oxidacao, e a terceira, ocorre pela via enzimatica.®?

Na peroxidacao lipidica pela via classica através de radicais livres, o processo pode originar-se
a partir da influéncia de varios fatores fisicos ou quimicos, incluindo aquecimento, radiacdes,
calor, espécies reativas de oxigénio, ou por catalisadores de ides metalicos ou metaloproteinas.
Acontece em uma reacao em cadeia de radicais livres, que pode ser ilustrado em trés processos

(Equacao 1): de iniciacao, de propagacao e de terminacao.
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1) Iniciagéo:

LH+Re — L+RH ou LOOH+R* — LOO* +RH
2) Propagacao:

L+02 — Loo ou LOO+RH — LOOH+R’
3) Terminagao:

L+L — L-L ou LOO* +R — LOOH

Equacdo 1. Reacdo em cadeia de radicais livres pela via classica adaptado.?¥

(1) Geralmente isso pode ocorrer numgrupo metilico alilico de um acido gordo insaturado (LH) ou um
hidroperoxido lipidico (LOOH). No inicio o LH é o substrato, pode ser um lipido, e (R*) um radical oxidante
inicial, a oxidacao gera umradical alilo (L‘) rapidamente reagem com o oxigénio (0O,) originando o radical
peroxido (LOO*). Este produto pode reagir diretamente com outra molécula lipidica para produzir um
hidroperoxido lipidico (LOOH) e umradical livre de lipidos (R*). Isso faz com que aconteca continuamente
reacoes em cadeia até a conjugacao dos radicais livres, para a formacdo de produtos nao radicalares
(Radicais livres neutralizados por outros radicais livres). (2) A fase de terminacao, existem dois radicais
convertidos em produtos de radicais livres, terminara assim o modo de cascata da reacdo em cadeia
segundo a equacao (3). A cadeia de reacao pode ser realizada também por alguns antioxidantes ou

sequestradores de radicais livres.?’-8

1.4.3. Atividades antioxidantes

As substancias com atividades antioxidantes possuem um papel fundamental, devido ao efeito
modulador dos processos oxidativos que ocorrem nos organismos humanos. Segundo Halliwell, &3
Antolovich®?, Amorati e outros*; antioxidante refere-se a qualquer composto que em pequena
concentracdo, comparado com o substrato oxidavel, retarda a velocidade de oxidacdo ou

inibem a oxidacdo do substrato oxidavel.

No entanto, os antioxidantes devem ser divididos de acordo com as suas propriedades em
diferentes etapas no processo de oxidacao, sendo que agem por diversos mecanismos, podem
ser divididos em dois tipos de antioxidantes: antioxidantes primarios e secundarios. Os
antioxidantes primarios inibem ou retardam a oxidacdo, por doacdo de atomos de hidrogénio
ou eletroes aos radicais livres, estabilizando-os. Este tipo de antioxidantes age como agente
redutor por doacdo. Os antioxidantes secundarios atuam quando se ligam aos iGes metalicos
importantes na formacao de ROS; por remocao de oxigénio das espécies reativas ou dos seus
precursores; por transformacdo de hidroperoxidos em espécies nao radicalares e por absorcio

de radicais na zona ultravioleta.®
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Portanto, ao nivel celular, a actividade contra a toxicidade no organismo pode ser classificada
por enzimatica e nao-enzimatica, e de acordo com a procedéncia, sdo enddgenos os produzidos
pelas células, exdgenas quando provenientes da dieta.®® Os protetores enzimaticos envolvem
principalmente as enzimas glutationa peroxidase (GPX), catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD), tioredoxina reductase e ascorbato peroxidase (APX), atuam em compartimentalizacao
celular, confinamento de metais e reparacdo dos componentes celulares danificados.®* Estes
antioxidantes reagem com as ROS e com os produtos celulares das reacdes em cadeia de radicais

livres, conseguem neutraliza-los e converté-los em produtos nao-toxicos.

No caso de antioxidante nao-enzimatico, estes incluem acido ascoérbico (vitamina C) alfa-
tocofenol (vitamina E), Glutationa (GSH), carotenoides, flavonoides, polifendis, alguns metais
como selénio, magnésio, zinco e cobre.’”>7885 Porem, tanto os enzimaticos como os nao
enzimaticos, ambos atuam para garantir o equilibrio redox das células. Também, uma vez que
é insuficiente os antioxidantes endogenos e sintético para aumentar a defesa das células contra
radicais livres, torna-se importante recorrer aos antioxidantes exogenas provenientes de outras

fontes. 84

Assim sendo, varias estratégias protetoras dos tecidos e 6rgaos contra os danos oxidativos por
radicais livres foram experimentadas, uma das quais inclui a utilizacao de antioxidantes
originarios de produtos naturais. No entanto, muitos estudos realizados a com plantas,
mostraram que as plantas serem maior fonte de antioxidantes naturais. Os antioxidantes
sintéticos estdo identificados como a causa de alguns problemas de salde, como danos ao
figado, devido a sua toxidade e carcinogenicidade.?’ Mas também, a substituicao desses
sintéticos, passa por desenvolvimento de outros sistemas de antioxidante a partir de fontes
mais seguras, uma vez que o uso de plantas na medicina tradicionais tém sido uma boa fonte
de medicamentos ao tratar diversas doencas. Pois, muitas dessas plantas medicinais utilizadas
como potencial fonte de compostos naturais (fitoquimicos) proporciona alta atividade

antioxidante.8

1.4.4. Antioxidantes naturais

Alem de sistemas biologicos proporcionarem a protecdo contra danos provocados pelos radicais
livres, também outros antioxidantes como compostos naturais oriundos das plantas podem ser
utilizados; a vitamina E, nutriente essencial com atividades antioxidantes que pode funcionar
como quebra de reacao de cadeia, prevenindo a propagacao de reacoes sucessivas com radicais
livres em células do corpo humano. A vitamina C também faz parte do mecanismo normal de
protecao dos antioxidantes. Outras substancias antioxidantes nao-enzimaticas incluem os
carotenoides, flavonoides, polifenodis, entre outros. Estes desempenham um papel fundamental

na defesa e eliminacao de radicais livres.’®

A Vitamina E, (Figura 11), (alfa-tocoferol), é uma vitamina antioxidante lipossolivel atua

principalmente na protecao contra a peroxidacao lipidica nas membranas. Portanto, grande
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nimero de tocoferois difere no seu padrao de metilacdo, constituidas por dois aneis com uma
cadeira lateral de hidrocarboneto, sao conhecidas como a, B, y e 5 de acordo com o grupo
metilo ou protao ligado ao seu anel benzeno. Entre esses, o alfa-tocoferol é o antioxidante mais
potente e presente em maior quantidade, antioxidante nao-enzimatico de reacdo em cadeia
de radicais livres. O grupo hidroxilo livre no anel aromatico e resposavel pelas propriedades
antioxidantes. Quando a vitamina E doa um eletrdo a um radical peroxi-lipidico, converte-se
numa forma de radical livre estabilizada, por ressonancia pode atuar como um pro-oxidante e

abstrair um eletrdo de um lipido polinsaturado.’®

Figura 11.Alfa-tocoferol vitamina E /%

O ascorbato (Figura 12). (vitamina C), é ambudante nos tecidos vegetais, as folhas verdes
possuem a mesma quantidade ascorbato do que de clorofila, e é importante para o crescimento
diferencial e o metabolismo de plantas. Apesar de ser uma coenzima de oxirreducao de outras
reacdes, possui também atividades defensor contra radicais livres. Ascorbato pode limpar
diretamente os radicais de oxigénio com e sem catalizador de enzimas, pode indiretamente
elimina-los, pois, no estado reduzido pode regenerar a forma reduzida da vitamina E numa
doacao de eletrées num ciclo redox. Sendo hidrossolivel, circula sem se ligar ao sangue e pelo
liquido extracelular e na regidao de acesso a vitamina E que é lipossollvel, e encontra-se nas
membranas e nas particulas de lipoproteinas. Reagem com o oxigénio ativado mais prontamente
do que qualquer outro componente aquoso, o ascorbato protege as macromoléculas criticas do

dano oxidativo e pode limpar diretamente os radicais livres.”®

Ve o/

/

HO

%O
HO

Figura 12.Acido ascorbico vitamina E.”8
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Carotenoides (Figura13), € um termo aplicado ao beta-caroteno (precursor da vitamina A) e aos
compostos semelhantes com substituintes contendo atomos de oxigénio nos anéis, por exemplo
0 zeaxantina e luteina. No entanto, os carotenoides podem exercer efeitos antioxidantes a
espécie de oxigénio altamente reativa. Os carotenoides sao divididos em duas classes,
carotenoides que contém apenas atomos de carbonos e de hidrogénio e oxocarotenoides que
tém um atomo de oxigénio. Os carotenoides podem proteger os fotossistemas de quatro
maneiras: reagindo com produtos de peroxidacao lipidica para terminar reacoes em cadeia, por
limpeza de oxigénio singlete e dissipar a energia como calor; reagindo com cloromulécula para
prevenir a formacao de oxigénio singleto. Portanto, a maior parte de carotenoide contem um

sistema de ligacdo dupla conjugada que é responsavel pela sua atividade antioxidante.”®

B - Carotene

R S Y e P Tl S N

Licopeno
e e e Y W e W G

Figura 13.Carotenoides: B-Carotene e Licopeno /®

Os flavonoides (Figura 14), sdao um grupo de compostos de estruturas idénticas, porem diferem
nos substituintes do anel (=0, -OH e OCHs3), contem dois anéis aromaticos espacialmente
separados (A; B) e um anel (C) heterociclico que contém um atomo de oxigénio, também,
compartilham esqueleto estrutural basico C6-C3-C6, e sao encontrados nas matérias vegetais.
Pois que, tem sido considerado como contribuintes da defesa contra radicais livre por varios
mecanismos. Alguns flavonoides representam agbes inibidora das enzimas responsaveis pela
producdo de anides superoxido, uma vez que, podem agir como captadores de radicais livres
ao doarem eletroes no superoxido e aos radicais peroxi-lipidicos, ou por estabilizarem os
radicais livres formando assim complexos com estes. E dificil determinar os flavonoides que
podem contribuir para o sistema de defesa contra radicais livres, mas eles possuem uma alta

atividade pro-oxidante.”®
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Figura 14.Estruturas de maior classe dos flavonoides-*'

Estima-se que as plantas possuem alto nivel de metabolitos secundarios, e que o carbono fixado
pela fotossintese é canalizado para a via fenilpropanoide, produzindo assim a maior parte dos
compostos fendlicos naturais, tais como os flavonoides e os estilbenos. Os fenois sao
caraterizados por ter pelo menos um anel contento um ou mais grupos hidroxilo (Figura 15), os
compostos fendlicos sdo capazes de atuar como antioxidantes de varias formas.%” Como por
exemplo, os grupos hidroxilo dos fenois sdo bons dadores de atomos de hidrogénio ou electroes,
podendo reagir com ROS e RNS, nas reacdes de terminacao que quebram o ciclo de producao

de novos radicais.’”®

OH OH "
\
/
R

Acidos fenodlicos

Figura 15. Principais estruturas de acido fenolico.?'
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1.5. Métodos para determinar atividades antioxidantes

A determinacao da potencial capacidade antioxidante da amostra proveniente dos produtos
naturais tem sido vista como caminho incontornavel para classificar as plantas que possuem as
potenciais atividades antioxidante e serem selecionadas e recomentadas para o bem-estar

humano.

Existem varios métodos utilizados para determinar a capacidade antioxidante nos extratos
vegetais que contem diferentes compostos com potencial atividade antioxidante’>, como FRAP
poder antioxidante férrico de reducdo, ensaios ORAC (oxigénio), radicais DPPH3' entre outros.
Um dos problemas para a determinacdo da atividade antioxidante a partir da amostra, passa
pelos métodos a utilizar, uma vez que o mecanismo de atividade antioxidante em diversas
matrizes bioldgicas é muito complexo e muitos outros fatores podem interferirem nos

mecanismos.>'

Porem, esta complexidade leva a escolher método para determinar atividades antioxidantes.
Segundo Lus,3' pois, o método que usa o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe) de cor
violeta e estavel, pode servir para a avaliacao da capacidade antioxidante de produtos naturais
a partir das plantas e compostos puros e o método baseia-se no estudo da atividade

sequestradora de eletrao livre do radical DPPH .

1.5.1. Métodos de radical (DPPH)

O DPPH é um radical livre ndo natural considerado estavel, que resultado da deslocalizacao do
eletrao desemparelhado e livre sobre parte da molécula. Cujas propriedades diferem com os
dos radicais de oxigénio muitos reativos como os ROS. Essa deslocalizacdo é responsavel pela
coloracao violeta intensa. O anido (DPPH-) também pode ser oxidado o radical DPPH. Quando
colocado a um antioxidante o atomo de azoto do DPPH recebe um atomo de hidrogénio do
agente oxidante, logo, ocorre a reducdo do DPPH.%’ Na sua forma reduzida (2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (DPPH-H), apresenta uma coloracao amarela-laranja Figura 16, o que leva ao
desaparecimento da absorcdo, podem a mesma ser monitorizada pela deslocalizacao da

absorvéncia.88

Este radical DPPHe, é caraterizado por possuir um espetro de UV-visivel, com maxima de
absorcao, no intervalo entre 517 nm. Dado que o radical DPPHe« pode ser armazenado, nao
dimeriza nem reage com o oxigénio, apesar de sofrer alguma degradacao, € importante na

investigacao, em particular na determinacao de propriedades antioxidante de aminas, fendis.

O radical DPPH possui a capacidade de abstrair hidrogénios, originando o produto DPPH-H, com
a perda da cor violeta (Figura 16). Deste modo, a adicao de um antioxidante, resulta numa
diminuicdo de absorvéncia proporcional a concentragdo e atividade do composto

antioxidante.?4%0
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Figura 16.Coloracao do Radical DPPH (1) e mudanca da coloracao do radical DPPH”3

A reacao de sequestro de eletrdao esta representada na equacdo da (Figura 17).

AH+DPPH" = DPPH  H+H"

Figura 17. Equacao da reacao entre o radical livre DPPH e o composto antioxidante (AH).**

A estrutura (1) apresenta comportamento inicial da molécula; a estrutura (2) é o DPPH com eletrédo
desemparelhado no dtomo de azoto, deslocalizado é fornecedor da cor violeta, o redutor antioxidante
(A-H), reduz o DPPH em DPPH-H, formando 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (3) caraterizada pela coloracdo
amarela, também é formado o produto de A’ estdvel, A estrutura (3) representada com um electréo
deslocalizado o estabiliza o radical.

A potencial sequestradora do radical DPPH é o centro do método e esta é expressa por meio da
percentagem de Inibicao (%l), que é a percentagem de radicais de DPPH que foram eliminados
ou seja, que foram sequestrados ou a percentagem de DPPH e é calculado a base da seguinte
formula 1%= [Abso -abs/ Abso] X100.°" (1)

.....

de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH consumido pelo antioxidante,
sendo que, a quantidade de antioxidante necessario para reduzir a concentracdo inicial de

DPPH em 50% denominada por concentracao inibitoria 50% (ICs0).%?

Logo, quando maior o consumo de DPPH de uma amostra, menor sera o seu ICsoe maior sera a
sua atividade antioxidante. Mas também, existe varias formas para expressar os resultados de
potencial atividade antioxidante a partir do método de DPPH. A mais comum é o indice de
Atividade Antioxidante (IAA ou AAl), que pode ser classificado por pobre, moderada, forte ou

muito forte em comparacido com o valor padrao.%®
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1.6. Isolamento, identificacdo

Visto que, os extratos das plantas em geral existirem como uma combinacdo de varios tipos de
compostos bioativos ou fitoquimicos com diferentes polaridades, para serem separados obrigam
um enorme desafio, para posteriormente proceder a devida identificacao e caraterizacao. Por
issoque, as técnicas de purificacao e isolamento de compostos bioativos de plantas, nos Gltimos
dias observaram um enorme desenvolvimento de aplicabilidade. Portanto, a modernizacao das
técnicas consiste em possuir a capacidade de paralelizar o desenvolvimento e a disponibilidade
dos meios técnicos materiais com o nivel de resultados, por outro, fornece a facilidade técnicas

precisas, como de isolamento, separacao e purificacado de compostos bioativos.

1.6.1. Isolamento e identificacao

Existem fatores que podem implicar a escolha dos procedimentos ou protocolos finais para
isolar e caraterizar as moléculas bioativas das plantas. Isto pode ser, devido as diferentes
partes, ou seja, tecidos de uma planta, possuirem compostos bastante diferentes, além das

diversidades estruturais quimicas e propriedades fisicas-quimicas dos fitoquimicos bioativos.

A selecao e a colheita de materiais vegetais exigem consideracdo de etapas primarias para a
eficiéncia dos processos de isolar e caraterizar os compostos fitoquimicos bioativos. Estes
passos envolverdao a recuperacao de informacdo etnobotanicas para discernir possiveis
compostos bioativos extraidos.’® As analises devem ser feitas utilizando varios solventes que
possibilita isolar e purificar os compostos ativos responsaveis pela bioatividade na espécie da
planta. Neste caso, é aplicada uma série de etapas com solventes (eluentes) de polaridade
crescente, em vez de utilizar um Unico passo de eluentes, para promover o fracionamento

preliminar de extratos das plantas.

Este processo obriga a utilizacao de uma série de diferentes técnicas como: a cromatografia de
camada fina (TLC), cromatografia em coluna, cromatografia flash, cromatografia Sephadex e
(HPLC), que devem ser usadas no ato (analisar) os compostos bioativos. Também, outras
técnicas cromatograficas adicionais sao utilizadas como espectroscopia de infravermelho de

transformacao de Fourier (FTIR).13:4494

1.6.2. Isolar e purificacao das moléculas bioativos por TLC

Isolar e purificar diversos compostos bioativos, utiliza-se principalmente os métodos como
cromatografia em coluna de silica em gel e Cromatografia em camada fina (TLC). Para aumentar
a polaridade usa-se varias fases fixas e moveis Uteis, para uma alta qualidade dos produtos,

durante o processo de separacdo.?’
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1.6.3. Espectroscopias UV-visivel

A espectroscopia UV-visivel pode ser utilizada para analises qualitativas e para identificacao de
algumas classes de compostos em misturas, puras e biologicas. Em geral, a espectroscopia UV-
visivel pode ser usada para analise quantitativa, uma vez que as moléculas aromaticas sao

croméforos poderosas na faixa UV-visivel.>%

1.6.4. Espectroscopiainfravermelho

A espectroscopia de (IV), normalmente as frequéncias sao absorvidas quando a luz
infravermelha incidida passar através de uma amostra de um composto organico; esta absorcdo
no IV é relacionada as mudangas vibracionais que pode ocorrer dentro de uma molécula quando
€ exposta a radiagao IV. Neste caso, a espectroscopia de IV pode essencialmente ser descrita
como uma espectroscopia vibracional. Pois que, diferentes ligacoes (C-C, C=C, C#C, C-0, C=0,
0-H e N-H) expéem diferentes frequéncias vibracionais. Se tais tipos de ligagdes estar presentes
em uma molécula organica, podem ser reconhecidos pela detecdo da banda caracteristica de
absorcao de frequéncia no espectro IV. Assim, a espectroscopia por IV com transformada de
Fourier (FTIR) torna ferramenta analitica de alta resolucdo para identificar integrantes

quimicos e esclarecer os constituidos estruturais e oferecer uma investigacao rapida.’’-%8%°

1.6.5. Espectroscopiade de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é fundamentada principalmente em
propriedades magnéticas de certos nlcleos atéomicos, istoé. Através da capacidade de detencao
a absorcdo de radiofrequéncias por certos nicleos numa molécula, notavelmente o nlcleo do
atomo de hidrogénio, o protdo, o carbono e um isotopo de carbono. Portanto, a absorcao

radiofrequéncias, uma vez que os com massa atomica e nUmero atomica par, (1)=0 ndo emite.

A espectroscopia de RMN permite os pesquisadores estudarem moléculas registando as
diferencas entre os varios nlcleos magnéticos e, assim dar uma imagem clara das posicoes
desses nlcleos na molécula. Além disso, permite demostrar os atomos presentes nos grupos
vizinhos. O que possibilita concluir a quantos dos atomos presentes na estrutura molecular

analisada 96,98,100,101

1.6.6. Espectrometria Massa (MS).

As moléculas organicas sao bombardeadas com eletrdes ou lasers em espectrometria de massa
e convertidas em ides carregados, que sao altamente energéticos. Um espectro de massa é um
grafico da abundancia relativa de um iao fragmentado em relagdo a proporcao de massa/ carga
desses ides.** Usando massa da espectrometria, massamolecular relativa (peso molecular) pode
ser determinada com alta precisdo e uma formula molecular exata pode ser determinada com

o conhecimento de locais onde a molécula foi fragmentada.

25



Além disso, as moléculas podem ser hidrolisadas e os seus derivados caracterizados. A
espectrometria de massa fornece informacao abundante que permite a elucidacao da estrutura
dos compostos quando a espectrometria de massa (MS) é aplicada. Portanto, a combinacdo de
HPLC e MS ou GC-MS facilita a identificacao rapida e precisa de compostos quimicos em ervas
medicinais, especialmente quando um padrdao puro nao disponivel. °¢ Atualmente, LC/MS

também tem sido amplamente utilizado para a analise de compostos fendlicos.

1.7. Objectivo

Objetivos: Com esta dissertacao pretende-se efetuar extracoes de compostos. Testar as
atividades antioxidantes dos extratos das plantas, fracionar e isolar caraterizar os componentes
quimicos responsaveis pela acdo farmacoldgica de algumas plantas naturais utilizadas na
medicina tradicional de Angola. Focalizando-se aos materiais vegetais de cinco plantas: Cascas
de Vitex doniana, raizes e folhas de Diospyros batocana, raizes e cascas de Aloe, raizes de
Securidaca longipedunculata e de Sansevieria liberica gerome e labroy, recolhidas em Africa

em particular em Angola.
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2. Descricao experimental

2.1. Descricao da origem das plantas (Moxico)

Moxico, é uma provincia localizada ao Leste de Angola, (Figura 18), cuja capital é Luena. E a
maior provincia do pais. Tem uma altitude, com uma area de 201 873 Km? e sua populacao
aproximada é de 727 594 habitantes. A provincia compreende os municipios de Alto Zambeze,
Bundas Camanongue, Leua, Luacano, Luau, Luchazes, Lumeje e Moxico.'” O clima da Provincia
é tropical de altitude, com uma média de temperatura que varia entre os 22 °C e os 24 °C. De
acordo com a distribuicdo da populacdo em zonas do territério do Moxico, os idiomas mais

102 e o portugués é

falados: Tchokwe, Luvale, Nganguela, Mbunda, Luchaji e Runda-Ndembo,
lingua especial que consiste unir o povo em grande mosaico de idiomas nacionais, distribuidos

em todo territorio do pais.

Provincia do
Meoxico

Figura 18.Imagem do mapa de Angola, a localizacdo do Moxico, zona originaria das plantas. '

2.1.1. Selecao das plantas

A selecao de uma planta para a colheita de materiais vegetais, é a etapas primaria para um
estudo fitoquimico. No entanto, as 5 plantas foram selecionadas com apoio de Daniel Camisa,
coordenador provincial da Camara Profissional dos Terapeutas da Medicina Tradicional e
Natural em Angola da Provincia (Declaracao n°04/2017; Anexo n°1). A selecdo baseou-se em

divulgacdées tradicionais das plantas, de acordo com a utilizacdo medicinal e do valor
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terapéutico dado ao longo dos anos pela populacdo daquela parcela do territorio angolano, na

cura de diferentes doencas.

2.1.2. Colheita

2.1.2.1. Securidaca longipedunculata e Vitex boniana

As raizes de Securidaca longipedunculata (Sl), foram recolhidas em agosto de 2017, na aldeia
de Alto-campo e as cascas de Vitex boniana (Vd), foram recolhidas também em agosto do
mesmo ano, na aldeia de Sacassagem, ambas no Municipio do Moxico, foram secadas em
temperatura ambiente e guardadas de acordo com a orientacdo da Camara Profissional dos
Terapeutas da Medicina Tradicional e Natural em Angola, do Moxico, e em setembro de 2017,

foram transportadas para a Universidade da Beira Interior-Portugal.

2.1.2.2. Aloe, Diospyros batocana e Sansevieria liberica gerome e Labroy

As raizes e folhas do género Aloe (AL), e de Diospyros batocana (Db) e raizes de Sansevieria
liberica gerome & labroy (Slgl), ambas foram recolhidas em agosto de 2017 na aldeia do Soba
Kapalo (Soba é a autoridade maxima da aldeia), Municipio do Leua, todas foram secadas em
temperatura ambiente e guardadas de acordo com a orientacao da Camara Profissional dos
Terapeutas da Medicina Tradicional e Natural em Angola do Moxico, e logo, foram tranzidas

para a Universidade da Beira Interior-Portugal, em Setembro do mesmo ano.

2.1.3. Preparacao do material vegetal

Apos a colheita as folhas, raizes de género Al, as cascas de Vd, as folhas, raizes de Db, raizes
de Sl e raizes, folhas de Slgl, foram secas separadamente ao ar e a temperatura ambiente

(~25°C). Seguidamente foram cortadas, com uma faca e colocadas em extracao (Anexo 2).
2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Métodos gerais

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos a Fisher, Merck, Aldrich ou Acros Organics

e eram analiticamente puros.

As leituras das absorvancias para caraterizacdo quimica quantitativa foram realizadas num

espetrofotometro Thermo Fisher Scientific™ evolution 160 UV-Vis.

O processo de fracionamento dos extratos foi realizado por cromatografia em coluna (CC),
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 A (70-200 pm). A fase mével utilizada é descrita
em cada caso. Sempre que possivel as colunas foram realizadas a pressao moderada utilizando

uma bomba apropriada. Nos casos em que nao foi possivel, foram feitas a pressdao ambiente. As
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fracdes organicas obtidas, em cada coluna cromatografica, foram concentradas em

evaporadores rotativos do tipo Biichi Rotavapor R-114.

As cromatografias em camada fina (CCF) foram realizadas em placas de aluminio de 0,2 mm
revestidas com silica-gel da Macherey-Nagel (60 G/UV254). Os eluentes e a respetiva proporcao
volumétrica, no caso dos eluentes mistos, sdo referidos em cada caso. Apds eluicdo, as placas
foram visualizadas com luz UV (A = 254 nm) e de seguida foram imersas numa solucao
reveladora. A escolha da solucdo reveladora foi influenciada pela melhor visualizacao dos
compostos presentes, sendo utilizado uma solucao reveladora de acido fosfomolibdico, na qual
se adicionnaram 100 ml de etanol a 5,0 g de acido fosfomolibdico. Depois de imersas, os
cromatogramas foram aquecidos a 250°C, durante alguns segundos, com o objetivo de revelar

os produtos.

Os espetros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos por refletancia
total atenuada (ATR) num espetrofotometro Thermo Fisher Scientific Nicolet iS10: smart iTR e
software Omnic 8.2, com um background com 64 scans e as amostras com 32 scans e resolucao

de 4 cm™, entre 4000 cm™ e 600 cm™.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de protao ('H) e carbono ('3C) foram
efetuados num espetrometro Briiker Avance Ill, onde os espetros de RMN de "H foram adquiridos
a 400,13 MHz e os espetros de RMN de '3C a 100,62 MHz. O processamento foi realizado no
software Topspin 3.1. e os solventes utilizados foram o cloroférmio deuterado (CDCl) ou a
acetona deuterado ((CH3)2-ds), sendo também utilizados como padrado interno (CDCl3: 6 = 7,26
ppm e 77,16 ppm ou ((CH3)2-ds): & = 2,05 ppm e 29,8 e 205,7 ppm, para RMN de 'H e '3C,
respetivamente). Quando necessario também foi realizada a técnica de intensificacdo do sinal
sem distorcdo por transferéncia de polarizacdo (DEPT) e os espetros de correlacdo
heteronuclear a uma ligacao (HSQC) e de correlacdo heteronuclear a maltiplas ligagoes (HMBC).

Os desvios quimicos (0) estao expressos em ppm.

Nas analises por cromatografia gasosa com espetrometria de massa (GC-MS), a cromatografia
gasosa foi efetuada num cromatografo Agilent® Technologies 7890A GC-system equipado com
uma coluna capilar DB5-MS com 30 m de comprimento, 0,25 didametro interno e um filme de
polimetilsiloxano (moédulo de coluna LTM J&W) de espessura 0,25 pm. Inicialmente, a coluna
foi programada para atingir uma temperatura de 60°C, mantendo-a durante alguns minutos. De
seguida, a temperatura aumentou até aos 200°c, numa rampa de crescimento de 4°C por
minuto, permanecendo a esta temperatura durante alguns minutos. Posteriormente, iniciou
uma nova rampa aumentando a temperatura de 200°C para 280°C, numa rampa de crescimento
de 10°C por minuto. A temperatura final manteve-se constante durante algum tempo. A
temperatura do injetor foi de 250°C e a do detetor foi de 180°C. O gas suporte utilizado foi
hélio com um caudal de 1mL por minuto com volume de injecdao de amostra de 1pL. Quanto a
espetroscopia de massa foi realizada num Agilent® Technologies 5975C, Inert XL MSD com

detetor triple-Axis, que se encontra acoplado ao cromatégrafo descrito acima. As condicoes de
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operacao foram as acima referidas com uma voltagem de ionizacdo de 70 eV e com uma
temperatura de 230°C na fonte ionica. A andlise dos espetros foi efetuada no software
Chemstation para analise das areas obtidas e dos varios constituintes. Esta analise foi ainda
auxiliada pelo software NIST mass spectral. O solvente utilizado na dissolucao dos produtos

para analise por GC-MS foi diclorometano seco.

2.2.2. Trabalho experimental

Foram usados como solventes n-hexano, acetona, acetato de etilo, etanol, diclorometano,
metanol. E os materiais vegetais foram colhidas de 5 espécies de plantas, do género (Al), (SL),
(Db),(Slgl) e (Vd), ambas as plantas usadas na medicina tradicional em Angola, na Provincia do

Moxico.

Foram realizadas diversas extracoes apresentadas na (Figua 19), através de métodos continuos
solido-liquido a quente e a frio, de todos materiais vegetais colhidos (folhas, raizes e cascas).
Os extratos brutos de acetona e etanol obtidos, foram submetidos a testes, que permitiram a
avaliacdo da capacidade antioxidante das amostras através da utilizacdo do método de radical
livre DPPH.

Material vegetat

Extracao com
Solventes

/ Atwndade
bnologaca
==
Separacgao dos

compostos

Caraterizacao

Figura 19.Fluxograma de extracao

Posteriormente, foram realizadas separacoes e purificacdes dos extratos brutos de n-hexano e
acetona das cascas da Vd e Db, de maneira a se obter alguns compostos mais puros. A separacao
foi realizada através de técnicas de cromatografia em coluna em silica gel, utilizando pressao
moderada e a cromatografia de camada fina foi utilizada para analise dos produtos isolados. Os
eluentes foram selecionados de acordo com a ordem de polaridades, n-hexano < acetato de

etilo < metanol.

Os produtos isolados foram sujeitos ao processo de caraterizacdo da estrutura através das

técnicas espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de protdo ('H-RMN), e de

30



ressonancia magnética nuclear de carbono ('3C-RMN), utilizando técnicas de DEPT e

bidimensional (RMN-2D) e espectroscopia de infravermelha espetrometria de massa (GC-MS).

2.2.3. Extracao dos componentes do material vegetal

Neste estudo as folhas e raizes de género Al, as cascas de Vd, as folhas e raizes de Db, raizes
de Sl e as raizes e folhas de Slgl, foram extraidas, de acordo com a literatura consultada e as
técnicas aplicadas por varios investigadores, utilizado metodologia extracdao continua com

extractor Soxhlet a quente e maceracio a frio.40:42:43

Os procedimentos experimentais seguidos em todas extracoes foram semelhantes. Os materiais
vegetais foram previamente preparados, e pesados e as quantidades registadas, ver a (Tabela
1). Posteriormente os materiais foram extraidos durante um periodo de 24h em cada extracao
com solvente n-hexano a quente, enquanto que cada extracao a frio com acetona e etanol, foi

feita em um periodo de 30 dias.

Tabela 1. Massa registadas por material vegetal

Planta Material vegetal  Massa pesada/g
Al Folhas 94
raizes 104
Db Folhas 40
Raizes 1204
Slgl Folhas 67
Raizes 303
St Raizes 346
vd Cascas 1268

2.2.3.1. Extracdo com Extrator soxhlet

Para cada extracao o material vegetal previamente preparado (seco e cortado) foi colocado em
papel de filtro (dedo de extracao) e introduzido no extrator, este foi encaixado num balao de
destilacdo. Em todas extracoes com extrator Soxhlet foi utilizado Unico tipo de solvente
organico, o n-hexano. A extracao estava completa quanto o solvente em contacto com o

material em extracdo muda-se de cor para incolor (Figura 20).
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Figura 20.Material vegetal no cartucho poroso emextracao por Soxhlet e a imagem a esquerda,
ilustra a mudanca da cor do solvente numa solucao soluto solvente. (semcor para cor)

Terminada a extracdo, evaporou-se o solvente, usando evaporador rotativo (Anexo 3) e o
solvente foi recuperado para a reutilizacao, o material seco obtido foi pesado, (Tabela 2). O
material vegetal foi preparado para o passo seguinte de extracao com acetona. Os extratos

foram conservados na hotte para posterior utilizacao.

Tabela 2.Quantidades iniciais (de folhas, cascas e raizes) e de extratos obtidas em cada extracdo com
n-hexano.

Planta Solvente Material vegetal Massa inicial/g Massa apos
extracoes/mg

Al n-Hexano Folhas 94 0,259
raizes 104 1,048

Db n-Hexano Folhas 40 1,34
Raizes 1204 21,611

Slgl n-Hexano Folhas 67 1,084
Raizes 303 1,118

St n-hexano Raizes 346 2,936
vd n-hexano Cascas 1268 38,401

32



2.2.3.2. Extracao por maceragcao

Além das extracdes continuas com extrator soxhlet, todos os materiais vegetais,
separadamente, foram também sujeitos a duas fases de extracdes continuas a frio por

maceracao (Figura 21), utilizando como solvente acetona seguido de etanol.

Figura 21.Material vegetal num recipiente de vidro em extracao por maceracao.

2.2.3.2.1. Extracdao com acetona

As folhas, cascas e raizes das plantas em estudos, foram submetidas a extracdo continua a frio
por maceragao com a acetona. Apos a extragdo, o material vegetal foi separado por filtracao
através de papel de filtro. Terminada a filtragdo, a parte liquida foi evaporada usando o
evaporador rotativo para a recuperacao do solvente e a parte seca do extrato de acetona foi
pesada, (Tabela 3). Os materiais vegetais foram reservados para o passo seguinte de extracao

com etanol.
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Tabela 3.Quantidades iniciais (de folhas, cascas e raizes) e de extratos obtidas em cada extracGo com
n-hexano

Planta Solvente Material vegetal Massa Massa apos
inicial/g extracdo/mg

Al Acetona Folhas 94 0,083
raizes 104 2,053

Db acetona Folhas 40 2,67
Raizes 1204 80,545

Slgl acetona Folhas 67 1,366
Raizes 303 1,069
Sl acetona Raizes 346 20,841
vd acetona Raizes 1268 215,55

2.2.3.2.2. Extracao com etanol

Da mesma forma, os materiais vegetais resultantes das folhas, cascas e raizes das plantas em
estudos, foram submetidas a extracdo a frio por maceracdo com etanol. Apos a extracdo, o
material vegetal foi separado por filtracdo, através de papel de filtro. Terminada a filtracao,
a parte liquida foi evaporada usando o evaporador rotativo, e a parte seca do extrato de etanol

foi pesada, (Tabela 4).

Tabela 4. Apresenta as quantidades de extratos (folhas, cascas e raizes) obtidas em todas extracoes
cometanol.

Planta Solvente Material vegetal Massa inic /g Massa ap6s extra
/mg

Al etanol Raizes 104 2,187
folhas 94 1,048
Db etanol Raizes 1204 51,455
folhas 40 2,788
etanol Raizes 303 2,474
Slgl folhas 67 1,118
Sl etanol Raizes 346 23,437
vd etanol cascas 1268 131,081
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2.3. Determinacao da atividade antioxidante

2.3.1. Consideracdes gerais

A atividade de sequestrar o radical DPPH é a basse deste método, o valor de ICs0éum parametro
muito empregue para determinar potencial atividade antioxidante de um determinado
compostos seja puro isolado ou um extrato bruto, o resultado a obter permitira prever a

maneira como os compostos operariam no organismo face ao radical.

2.3.2. Avaliacao de atividade antioxidante

A avaliacdo de potencial atividade antioxidante foi realizada pelo método colorimétrico com
DPPH foi construida uma curva de calibracdo. Para tal preparou-se uma solucdo mae de DPPH
em metanol, com concentracao 0,216 mM ou 85 mg/L. A partir desta solucao prepararam-se

diferentes diluicdes com concentracdes definidas, que se encontram na (Tabela 5).889

Tabela 5.Concentragdes das solugdes metandlicas de DPPH utilizadas na construcao da curva de
calibragdo.®

[DPPH] em mM [DPPH] em mg/L
0,0108 4,25
0,0216 8,50
0,0432 17,00
0,0648 25,50
0,0864 34,00
0,1080 42,50
0,1296 51,00
0,1512 59,50
0,1739 68,43
0,1955 76,93
0,2160 85,00

Apos a preparacao das solucdes acima indicadas, foi efetuada a leitura das absorvancias destas
a 517 nm num espetrofétometro UV (Anexo 4) contra um branco constituido apenas por
metanol. As leituras das absorvancias foram feitas em triplicado. A curva de calibracdo foi
construida com as concentracées de DPPH, em mg/L, no eixo das abcissas enquanto que as

absorvancias lidas foram colocadas no eixo das ordenadas (Figura 22).%
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Figura 22.Curva de calibracao do DPPH para determinacao da atividade antioxidante, obtida a partir da
média das leituras das absorvancias em triplicado.*

Para determinacao da atividade antioxidante do extrato, por este método, prepararam-se trés
solucdes de DPPH, em metanol, com concentracao 0,2000, 0,1242 e 0,0800 mM. Todas as
solucdes de DPPH utilizadas foram preparadas diariamente, deixadas estabilizar e protegidas
da luz, devido a sensibilidade do DPPH. Quanto ao extrato, prepararam-se diluicbes deste em
metanol, com concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL. 8890

Para cada solucao de DPPH preparada e para cada concentracao do extrato, efetuou-se o
sequente procedimento experimental: a 0,1 mL de amostra adicionaram-se 3,9 mL de solucao
de DPPH. Deixou-se incubar no escuro, a temperatura ambiente, durante 90 minutos e apos

estes leram-se as absorvancias a 517 nm. 389

Para cada solucdo de DPPH foi preparado um controlo constituido por 0,1 mL de metanol e 3,9
mL de solucdo de DPPH, o qual foi submetido as mesmas condicoes das amostras em estudo. O

branco continha apenas metanol. Os ensaios foram realizados em triplicado. 889

Apds a determinacdo das absorvancias calculou-se a percentagem de inibicdo, para cada
amostra, com base na formula seguinte (2).88
AbSO = AbS1

£|=TSO><1OO (2)

Onde Abso € a absorvancia do controlo aos 90 minutos e Abs1 é a absorvancia da amostra aos 90

minutos.

Apos a determinacdo da % | calculou-se a ICso, que é calculada a partir da linearidade obtida na
representacdo grafica da % | em funcdo da concentracdo de amostra na célula do
espetrofotometro. Pela reta de calibracdo obtém-se a concentracao de DPPH no controlo aos
90 minutos e a partir desta e da ICs0 é calculado o AAI (3).889° Os graficos correspondentes a

esta determinacao encontram-se discutidos no topico dos resultados e discussao e no (Anexo5).
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| _concentra(;éo de DPPH no controlo aos 90 minutos (pg/mL)
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O valor de AAl obtido permite classificar a atividade antioxidante do extrato de acordo com as

categorias da (Tabela 6).8%%

Tabela 6. Classificacao de uma amostra quanto ao tipo de atividade antioxidante demostrado.

Atividade Antioxidante AAI
Pobre AAl < 0,5
Moderada 0,5 < AAI<1,0
Forte 1,0 < AAI< 2,0
Muito Forte AAl> 2,0

Como o valor de AAI é calculado pelo quociente entre a concentracao de DPPH no controlo aos
90 minutos e a ICso, este apenas depende da massa de composto testada no ensaio e da massa
de DPPH. Assim, o AAl é constante para cada composto, uma vez que é independente da

concentracdo de DPPH e da amostra utilizada. 80

Para controlo positivo e como forma de comparacao do AAl do extrato utilizaram-se compostos

antioxidantes como padrao. Prepararam-se solucoes metanolicas dos padroes:
rutina, com as concentracées 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/mL;
trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-3,4-dihidrocromeno-2-carboxilico), com as
concentracées 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg/mL;
acido galico, com as concentracdes 10, 25, 50, 75, 100 e 150 mg/mL.
88,90

O procedimento experimental utilizado para os padrdes foi igual ao descrito anteriormente.

Neste trabalho, determinou-se a atividade antioxidante dos extratos brutos de acetona das

Raizes de Db, das cascas de Vd; e das folhas de Al; ambos extraidos a frio por maceracao.

Também, foi determinada a atividade antioxidante dos extratos brutos de etanol das folhas de
Db, e das folhas de Al; assim como das Raizes de Sl; e das raizes de Slgl, das extracdes a frio

por maceracao.

Além dos extratos de acetona e etanol avaliados atividade antioxidante, nesta fase outros
extratos de acetona e etanol nao foram avaliados. Também, todos os extratos da extracao com
n-hexano a quente nao foram avaliados (Tabela 7) a potencial atividade antioxidante, uma vez

que o método nao foi adequado, devido ao solvente utilizado na preparacao das solucoes.
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Tabela 7.Ensaio de atividade antioxidante por solvente, R.(realizado) e NR (nao realizado)

Tipo de Extrato de Ensaio de Extrato de Ensaio de Extrato de Ensaio de
material n-hexano atividade acetona atividade etanol atividade
vegetal antiox. antiox. antiox.
Raizes de Db NR NR R
Folhas de Db NR NR R
Casca de vVd NR R NR
Folha de Al NR R
Raizes de Slgl NR NR
Folhas de Sigl NR NR NR
Raizes de Sl NR NR R

2.4. Isolamento e purificacao

0 extrato de n-hexano da extracao a quente continua de extrator soxhlet e o extrato de acetona
da extracdo continua a frio, ambos das cascas de Vd, foram submetidos a cromatografia em
coluna (CC) a pressao moderada e analizados a partir de CCF (Anexo 6). A fase movel foi
constituida em proporcées e em polaridades crescentes. Com objectivo de isolar e purificar
compostos presentes nos extratos de n-hexano e Acetona das amostras para permitir uma

analise com preciséo.

A mudanca do eluente sempre foi feita em paralelo com a mudanca da fase movel, exceto no
caso em que foi necessario manter o eluente. Arevelacdo foi realizada através de uma solucao
metanolica com revelador acido fosfomorbdico. Desta feita, foram obtidas muitas fragoes e em
paralelo foram feitas placas de CCF, permitindo assim o controlo de troca de polaridade e no

fim facilitar juncao das fragdes de acordo com a posicao dos pontos de resolucdo cromatografica

Apoés a revelacao as fragdes foram agrupadas (Anexo7) e evaporados os solventes através do
evaporador rotativo, o produto seco foi pesado, e as amostras dos produtos foram preparados

para RMN "H, HMN '3C e IV. Os espectros obtidos foram devidamente analisados.

2.4.1. Isolamento e purificacdo de extrato n-hexano

O extrato bruto de n-hexano foi fracionado por CC. A coluna foi eixida a seco e compactada a
vaco. Em um Gobelé de V25 colocou-se 3g de extrato bruto dissolvido em n-hexano foi
entornada na coluna. Inicialmente foi usada a fase méovel com n-hexano 100 e possou-se a n-
hexan/acetato de etilo nas proporcoes, respectivamente, 95/5 ,90/10, 80/20, 70/30, 60/40,
50/50, em seguida acetato de etilo/ n-hexano, nas proporcoes diferentes de modo a se obter
fracoes em ordem crescente. Desta feita, as fracoes recolhidas foram analizadas por CCF,
utilizando os eluentes n-hexano/acetato de etilo em proporcao de 95/5, 90/10, 80/20, 70/30,
60/40, 50/50, e acetato de etilo/n-hexano.
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2.4.2. Isolamento e purificacao de estrato de acetona

Uma quantidade de 215,55g de extrato de acetona a frio, foi submetida a segunda extracao de
hexano a quente 40°c, com o objetivo de separar parte insolivel em hexano da parte solivel.
A massa adquirida da parte solivel em hexano foi cerca de 0,216g e a massa pesada da parte
insollvel foi de 211.334g. Por outro lado, a parte insollvel (resto) em hexano foi submetida a
outra extracdo com cloroférmio também a quente 40°c, para separar a parte insolivel em
cloroformio e da parte solivel, a massa obtida da parte solivel em cloroformio foi cerca de
107g e da parte insolivel foi de 200,952g (Figura 23).

Inicio: Extrato bruto de acetona
215,55g

n-hexano/ A

0,216z da parte Resto 211.334g
solivel em n-hexano Clorofarmio/f,

4,107 g da parte 200,952g parte insoldvel
solivel em clorofdrmio em clorofdrmio

Figura 23.Extracao do extrato bruto de acetona a partir de n-hexano e cloroformio.

A massa da parte soluvel em n-hexano, por ser uma quantidade inferior, foi preparada e foi
submetida somente a analise de espectroscopia de IV, o espectro obtido foi devidamente

estudado.

A parte solivel em cloroféormio foi fracionada por CC, a pressdo moderada, usando os passos
descritos anteriormentes, 3g de extrato bruto, dissolveu-se em cloroformio. A fase moével inicial
foi de cloroformio 100%, apreciou-se uma fraca eluicio e passou-se logo, a polaridade de
cloroférmio/metanol nas proporcdes, respectivamente, 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40,
50/50, em seguida metanol. As fracdes recolhidas foram analizadas por CCF, utilizando os
eluentes cloroféormio/metanol em proporcdo de 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, e

metanol/cloroféormio.

Da mesma forma a parte insolivel em cloroféormio foi fracionada por CC, a pressdao moderada,
usando os procedimentos acima detalhados. 3g de extrato da parte insollvel dissolveu-se em
Metanol do mesmo geito tamém foi entornada na coluna. A fase movel foi constituida por
cloroféormio/metanol nas proporcoes, a cima descrita em seguida metanol. Também, as fracoes
recolhidas foram analizadas por CCF, utilizando os eluentes cloroférmio/metanol e

metanol/cloroformo.
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2.5. Infravermelho (IV)

Foram realizadas as leituras dos espetros de infravermelho num espetrofotometro Genesis ® Il
ATR (anexo 8). Inicialmente controlou-se e limpou-se o equipamento, as amostras foram

colocadas sobre o diamante. O espetro foi realizado utilizando o software (OMNIC).

2.6. Espetrofotometros de RMN 1H e 13C

Espetrofotdmetro Bruker ® Avance 400, a 400 mHz e 100 mHz, de "H e '3C. os desvios quimicos
(8) expressos em parte por milhao (ppm) e as constantes de acoplamento (j) em Hertz (Hz). Foi
usado Cloroférmio deuterado (CDCl3), como solvente, o sinal residual deste para o 'H é de 7,26

ppm e para o '3C é de 77,2 ppm.
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3. Resultado e discussao

3.1. Preparacao de extratos

Para obtencao dos extratos realizaram-se a selecao de plantas. A recolha foi fundamentada em
normas fisicos-quimicos uniformes. A selecdo das plantas obedeceu principios baseados a
eficacia terapéutica provavel dos remédios tradicionais validados pelo conhecimento
tradicional relativo a sua utilizacdo nesta medicina, assim como nome tradicional, local, parte

da planta mais usada, modo de preparacao e utilizacao das plantas (Al, Sl, Db, Sigl e Vd).

Apos a selecao e recolha das plantas seguiu-se secagem ao ar e temperatura ambiente, logo,
foi a reducao de tamanhos dos materiais vegetais. Esta etapa permite dar maior facilidade de
extracao, diminuicdo do tempo, melhoria da sensibilidade, seletividade e aumento da area de

contacto.

3.1.1. Resultado das extracdes

Neste contexto, os rendimentos das extracoes dos materiais vegetais estao presentes nas
tabelas 8, 9,10 e grafico 24, as extracdes foram efetuadas em trés etapas de acordo com as

polaridades dos solventes: hexano<acetona<etanol. Os rendimentos obtidos faram narrados em

percentagem.

Tabela 8. % resultados obtidos em todas extrac6es com n-hexano.

Tipo de Planta Solvente Material Massa inicial/g Massa apos %
Vegetal Extraidos/mg
n-Hexano Folhas 94 0,259 0,28
Al raizes 104 1,048 1
n-Hexano Folhas 40 1,34 3,4
Db. Raizes 1204 21,611 1,8
n-Hexano Folhas 67 1,084 1,62
Slgl Raizes 303 1,118 0,37
Sl n-hexano Raizes 346 2,936 0,85
vd n-hexano Cascas 1268 38,401 3,03
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Tabela 9.% rendimentos de extratos (folhas, raizes e cascas) obtidas em todas extracdes com acetona.

Tipo de Planta Solvente Material Massa inicial/g Massa apos %
Vegetal Extraidos/mg
Al Acetona Folhas 94 0,083 0,09
raizes 104 2,053 1,97
acetona Folhas 40 2,67 6,7
Db. Raizes 1204 80,545 6,7
acetona Folhas 67 1,366 2
Slgl Raizes 303 1,069 0,35
S.L n-hexano Raizes 346 20,841 6
vd n-hexano Cascas 1268 215,55 17

Tabela 10.% rendimentos de extratos (folhas, raizes e cascas) obtidas em todas extragdes com etanol

Solvente Tipo de Planta Material Massa inicial/g Massa apos %
Vegetal Extraidos/mg

Al Raizes 104 2,187 2,1

Etanol folhas 94 1,048 1,1
Db Raizes 1204 51,455 43

Etanol folhas 40 2,788 7
Slgl Raizes 303 2,474 0,82

Etanol folhas 67 1,118 1,7
Etanol Sl Raizes 346 23,437 6,8
Etanol Vitex d. cascas 1268 131,081 10
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Figura 24.Graficos de redimento das extrac6es em %, por cada solvente

3.1.2. Redimento da extracao

3.1.2.1. Aloe

As folhas de Al, estraidas com etanol a frio por maceracao, apresentaram maior redimentos de
extracao 2,1%, e a extracdo com n-hexano a quente por extrator de sohlet, teve um ligeiro
redimento 0,28%, enquanto que a extracao com acetona por maceracao foi a mais baixa 0,09%.
A extracao das raizes de Al, com Acetona a frio por maceracao teve um resultado de 1,97%
seguido da extracdo com acetana extraida a frio por maceracao com 1,1% e a extracdao com n-

hexano a quente por maceracao foi baixo a 0,28%.

3.1.2.2. Diospyro batocana

As folhas de Db, apresentaram maior resultados, na extracao com acetona a frio por maceracao
6,7% e 4,3% a extracao com etanol a frio por maceracao e 3,4% de extracao com n-hexano a
quente por Soxhlet. A extracdo de raizes com etanol a frio por maceracao apresentou um
resultado com o maximo de 7%, aceguir a 6,7% da extracdo com acetona a frio por maceracao

e 1,8%, extracdo com n-hexano a quente por Soxhlet, é a mais baixa.

3.1.2.3. Sansevieria liberica geroma & labroy

Os resultados da extracao das folhas de Slgl, fora alta na extracdo de acetona a frio por
maceracao 2% e 1,62% extracao com n-haxano feita a quente por Soxhlet, 0,82% resultado da
extracao com etanol a frio por maceracao. A extracao das raizes da Slgl redeu 1,7% a extracao
com etanol a frio por maceracao, 0,37% resultado extracao com n-hexano a quente por Soxhlet,

0,35% extracdo com acetona a frio por maceracao o que mostrou resultados semelhantes.
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3.1.2.4. Securidaca longipendicunlata

O redimento da extracdo das raizes de S|, foram 6,8% a extracdo com etanol a frio por
maceracao e 6% extracao a frio por maceracao e a baixa foi de 0,85 extracao a quente por
Soxhlet.

3.1.2.5. Vitex doniana

Vd, apresentou bons resdimentos de 17% a extracdo com acetona a frio por maceracao e 10% a
extracao com etanol a frio por maceracao e com um baixo redimento de 3,03% a extracdo com

n-hexano a quente por Soxhlet.

A partir dos resultados das extracoes dos materiais folheares tabelas 2,3 e 4, pode observar-se
que o método de extracao realizada a frio apresentou os melhores resultados de extracao
relativamente as extracoes realizadas com o extrator soxhlet, estes resultados podem sujeitar
pelo fato de alguns maretiais vegetais como raizes e cascas ndao forem reduzido em tamanhos
muito inferior, grau da polaridade dos solventes e a constante temperatura, também o maior

grau de conservacao de agua em raizes como de Slgl, assim como raizes e folhas de Al.

E o resultado da extracao com etanol a frio por maceracao das folhas de Slgl, apresentou uma

ligeira reducao em relacao as extracoes com acetona a frio por maceracao.

Da mesma forma, os resultados de extracdo das raizes, observaram-se também os bons
resultados de extracoes continuas realizadas a frio, em comparacao com extracoes realizadas

com o extrator soxhlet que exibiram baixa remocdes de produtos.
3.2. Resultados atividade antioxidante

A determinacdo de atividade antioxidante dos extratos brutos foi realizada através do método
do radical DPPH, na qual avaliou-se o consumo do radical DPPH pela amostra, a partir da
reducdo de absorvancia das solucoes de diferentes concentracées. O método permitiu controlar
o sequestro do radical DPPH" e as absorvancias foram medidas a 517 nm apos de uma reacao
de solucdo metandlica DPPH e amostra terminar aos 90min, utilizando como referéncia os

compostos padroes antioxidante.

Para a determinacdo de paramentros %l e 1Cs0, os compostos foram levados a série linear
graficamente em funcao das concentracdes de amostras na célula do espetrofotémetro, para
cada uma das concentracoes de DPPH utilizado, o que permitiu medir as absorvancias. Apos a
medicdo foi necessario calcuar a %l, e a base dos resultados obtidos calculou-se 1Cso, a baixo
esta os resultados de cada extrato ensaiado. Os graficos espelham resultados refentes ao 1%
verso concentracao do extrato, do mesmo modo, nhas tabelas encontra-se valores dos
parametros AAl, e ICso. As analises foram baseadas aos valores dos compostos padrdo
antioxidantes antes calculados nomeadamente (Troléx, Rutina e Acido gélicos). Também, foi

observada uma avariacdo na coloracdo de solucdes metanolica DPPH-amostras no enasio do
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extrato de acetona das cascas de Vd, apos a reacdo de solugdo metanolica DPPH e amostra aos

90min (Figura 25).

Figura 25.Mudanca de coloracao de violeta para amarela da solucao metanoélica de DPPH vs amostra
do extrato de acetona das cascas de Vd, depois de 90 min. de reacao no escuro. Da esquerda a direita
comportamento de diminuicdo da concentracao de DPPH na presencia da amostra do extrato das
cascas de Vd, (tirada por Antonio Moisés Selua 2018.

No fim de ensaio o mesmo comportamento foi observado nas sobras da solucdo metandlica
DPPH-amostra de acetona das cascas de Vd, contralada num Unico recipiente, com o objetivo
de recuperar o solvente. Logo, num intervalo de 8 a 12 min, observou-se, um comportamento
de mudanca da coloracdo e ao completar aproximadamente 12 min a salucao atigiu toda ela

uma coloracdo amarela (Figuras 26).

Figura 26.Foto 1 coloragao da solucao DPPH-amostra do extrato cetonico das cascas de Vd, aos 6 a 8 min.
apos ensaio e Foto 2, Coloracao da solucao aproximadamente aos 12 min (tiradas por Selua 2018).

Nos graficos seguintes apresentamos os resultados dos diferentes paramentros da avliacdo da

atividade antioxidente dos extratos de acetona e etanol de Db, Vd, Al Slgl e SL
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3.2.1. Extratos de etanol da Db

Resultados das atividades antioxidantes (Figura 27) dos extratos de etanol das folhas de Db,

cada concentracao esta representada em triplicado conforme foram enfetuados por Linear (1),

2) e (3).

80 -~
|y = 10,124X - 0,0749| [DPPH] = 0,0800 mM
70 - R? =0,967
60 | |y=11,163x-2,4364
,& 50 - R?=0,9979 -
2 40 1 |y=9,9775x-0,9359
< 30 - R? = 0,996 R *
20 A
V'S
10 i /
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[Extrato de etanol] na célula (pg/mL)
¢ 1 2 3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Figura 27.Grafico com avaliacao da % Inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db (ug/ml), para a
[DPPH] 0,0800mM.

Na tabela 11 estdo representados valores dos paramentros |Cso e AAl por cada concentracao de
DPPH, do extrato de etanol das folhas de Db.

Tabela 11. Valores dos paramentros ICs, e AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média = Desvio padrao
IC50 4.95 4.70 5.11 4.91 £ 0.207
IAA 5.97 6.29 5.79 6.02 +0.253

[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 6.94 6.62 6.52 6.70 + 0,216
IAA 6.59 6.83 6.98 6.80+ 0.110
[DPPH] = 0,0800 mM
IC50 10.97 13.30 10.944 11.74 £ 1.35
IAA 6.81 5.54 6.78 6.378 + 0,727

Na tabela 12 estao representados valores dos paramentros 1Cso e AAl por cada concentracao de

DPPH, do extrato de etanol das raizes de Db.
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Tabela 12. Valores dos paramentros ICso € AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média + Desvio padrao

IC50 7.56 7.50 7.40 7.49 +0.075

IAA 4.14 4.18 4.20 4.18 + 0.033
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 50.93 50.54 50.50 50.66 + 0.655

IAA 4.10 4.47 4.48 4.35 + 0.217
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 17.76 15.67 15.38 71.26 +1.30

IAA 3.99 4.55 4.68 4.40 + 0.365

Na tabela 13 estao representados valores dos paramentros 1Cso e AAl por cada concentracao de

DPPH, do extrato de acetona das cascas de Vd.

Tabela 13. Valores dos paramentros ICsg € AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média + Desvio padrao

IC50 3.31 3.36 3.31 3.32 + 0.027

IAA 8.79 8.53 8.59 8.64 + 0.136
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 5.38 4.71 5.20 5.09 + 0,345

IAA 8.24 9.29 8.39 8.64 + 0.568
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 7.81 8.22 7.60 7.88+ 0.317

IAA 9.68 9.23 9.96 9.62 + 0.369

Na tabela 14 estdo representados valores dos paramentros |Cso e AAl por cada concentracao de
DPPH, do extrato de acetona das folhas de Al.

Tabela 14. Valores dos paramentros ICs e AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média = Desvio padrao

IC50 79.24 77.82 75.34 77.47 £ 1.972

IAA 0,38 0.40 0.40 0.390 + 0.006
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 86.27 93.60 87.92 89.26 + 3.83

IAA 0.541 0.500 0.531 0.524 + 0.020
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 15.01 18.48 13.82 15.77 + 24.18

IAA 0.496 0.405 0.539 0.480 + 0.069

Na tabela 15 estdo representados valores dos paramentros |Cso e AAl por cada concentracao de
DPPH, do extrato de etanol das folhas de Al.
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Tabela 15. Valores dos paramentros ICso € AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média + Desvio padrao

IC50 23.31 5.88 46.08 23.32 £+ 22.74

IAA 0.13 5.16 0.067 1.79 +2.92
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 33.74 29.40 30.81 122.5 + 156.4

IAA 0.136 0.156 0.015 0.106 + 0.076
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 5.65 7.64 5.84 6.38 +1.09

IAA 13.40 10.03 13.15 12.20 + 1.88

Na tabela 16 estdo representados valores dos paramentros ICso e AAl por cada concentracao de

DPPH, do extrato de etanol das raise de Slgl.

Tabela 16. Valores dos paramentros ICsg € AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média = Desvio padrao

IC50 82.68 28.31 42.51 51.17 + 28.19

IAA 0.037 0.112 0.071 0.073 + 0.037
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 681.5 207.8 99.84 329.7 + 309.4

IAA 0.028 0.093 0.195 0.105 + 0.083
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 1815,8 527,9 281,9 875.1 + 823.9

IAA 0.028 0.097 0.184 0.103+ 0,078

Na tabela 17 estao representados valores dos paramentros 1Cso e AAl por cada concentracao de

DPPH, do extrato de etanol das raizes de Sl.

Tabela 17.Valores dos paramentros ICsy e AAl de ensaios

[DPPH] = 0,0800 mM Abs1 Abs2 Abs3 Média + Desvio padrao

IC50 43.48 38.60 41.70 41.28 + 2.47

IAA 0.667 0.743 0.691 0.700 + 0.040
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 54.77 21.28 1073 61.13 + 43.38

IAA 0.819 2.110 0.380 1.103 + 0.899
[DPPH] = 0,0800 mM

IC50 54.77 21.28 107.3 61.13 + 43.38

IAA 1.30 3.47 0.688 1.82 + 1.46
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Na tabela 18 abaixo, esta representado resumos do paramentro ICs0 em respetivos solventes e
na tabela 19 esta o resumo do paramentro AAl da Classificacdo de atividade antioxidante de

cada extrato, comparado com os valores de compostos-padrao.

Tabela 18. Resultados do paramentro ICs, obtidos a partir do calculo da %l do radical DPPH em funcao

do efeito antioxidante para cadas extratos tendo é conta a média do compostos-padrao Trolox (ICso = 7,83

+ 2,45); acido galico (ICso = 2,01 £ 0,57) e Rutina (ICs - 8,14 + 2,14) classificacao fortes redutores.
Material vegetal ICso Solvente

Média + Dm

Vvd Casca 5,434 1,638 Acetona
Db folhas 7,775 2,623 Etanol

Raizes 11,808 2,974 Etanol

Al folhas 108,16 33,051 Acetona

folha 423,38 339,82 Etanol

Slgl Raizes 1428,8 1039,6 Etanol
SL Raizes 60,753 12,991 Etanol

Estes resultados mostram que para reduzir em 50% a concentracao inicial de [DPPH] é necessaria
uma concentracao de 5,434 pg/mL de extrato de acetona das cascas de Vd, aprentando um
valor inferior aos dos compostos padrdo Rutina e troldx e superior ao Ac. galico que sao fortes
redutores. Assim sendo extrato tem uma capacidade redutora muito forte do que Trolox e

Rutina e inferior de Acido galico.

Em relacdo as amostras das folhas e raizes de Db, que para reduzir em 50% a concentracao
inicial de [DPPH] € necessaria uma concentracao 7,775 pg/mL de extratos de etanol e 11,808,
pg/mL dos extratos de etanol. Conclui-se que o extrato de etanol possui capacidade redutor
muito forte, sendo que é superior de valor da Rutina e inferior de Ac. gélico, e com valores
iguais ao trolox.

Os resultados de amostra das folhas de Al, mostraram que é necessario 108,16, pug/mL do
extrato de acetona e 423,38 pg/mL do extrato de etanol para reduzirem 50% a concentracao
inicial de [DPPH]. Assimsendo, extrato tem a fraca capacidade redutora, por apresentar valores
muito superior aos valores do composto padréo, Trolox, Rutina e Ac. galico.

Em relacdo a mostra de Slgl, para reduzir em 50% a concentracdo inicial de [DPPH] é necessaria
uma concentracao de 1428.8 pug/mL de extrato de etanol, e para amostra das raizes de Sl
mostrou que € necessaria uma concentracao de 60,753 do extrato de etanol. Assim, conclui-se
que tanto o extrato Slgl como de Sl ambos de etanol possui a capacidade redutor muito pobre e

relagcdo aos valores do composto padrao, Trolox, Rutina e Ac. galico. Mas o extrato de Sl apresenta

uma capacidade pobre moderada em relacao Slgl.

49



Tabela 19.Médias de AAI por extratos, classificadas de acordo com o efeito das amostras, tendo é conta
a média do composto padrao Trolox (AAl = 6,45 + 2,45); Rutina (AA=8,14+ 2,14) e acido galico (IAA =
2,0120.57) classificados como muito fortes.

Material AAI Classificacao
Média+ Dm
vd Casca 8,967 0,437 Muito forte
Db folhas 6,403 0,264 Muito forte
Raizes 4,312 0,090 Muito forte
Al folhas 0,465 0,049 Pobre
folha 1,583 2,231 Forte
Slgl Raizes 0,065 0,045 Pobre
Sl Raizes 0,917 0,144 moderada

De acordo com os IAA de compostos-padrao: observa-se que o resultado do extrato de acetona
das cascas de Vd, apresenta o AAIl classificado como antioxidante muito forte do que trolox,

acido galico e uma ligeira suprioridade a Rutina, que sdo antioxidantes muito fortes.

Também, os resultados dos extratos de etanol das folhas e raizes de Db, mostraram que |AA,
da amostra das folhas, € classificado superior ao IAA de acido galico, igual ao IAA de trolox e
inferior ao IAA da Rotina, por isso & um antioxidante muito forte. Em realacdo a amostra de
raizes, classifica-se superior ao IAA de acido galico, inferior ao IAA de trolox e Rotina, mas
todos os extratos sdo antioxidantes muito forte. Sendo o extrato de etanol das folhas é aquele

com superior capacidade em relacdo ao estrato de raizes.

Os resultados de IAA dos extratos de acetona e etanol das folhas de Al, ambos mostraram
resultados inferiores, embora o IAA do extrato de etanol apresentou um resultado aproximado
ao valor do acido galico. Portanto a capacidade de antioxidante de ambos é inferior. Em relacao
ao IAA das amostras de Slgl, e Sl ambas de extratos de etanol, os resultando sao inferiores em

relacdo aos compotos-padrao, embora, o IAA classificado moderado.

Sendo que a determinacao da atividade antioxidade utilizando uma Unica metodologia pode ser
insuficiente, uma vez que dependendo do método, com a mesma amostra pode obter-se
resultados diferentes como resultado da complexidade do mecanismo antioxidante nas matrizes
biologicas e um conjunto de factores que pode desempenhar diferentes papeis. Leva-nos a
pensar um outro método para determinacdo suficiente que leva a uma conclusao definitiva do
resultado, a pesar do método de radical DPPH utilizado a presentar alguns resultados muito

bom neste trabalho.

3.2.2. Resultada das cromatografias

A purificacao dos extratos brutos foi feita com a finalidade de isolar os compostos puros
presentes nas amostras, de manera a se obter produtos puros. Com vista a sua concretizacao,

e tendo por base o pressuposto de que os compostos presentes no extrato n-hexano sao
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relativamente menos polares e os compostos presentes no extrato de acetona sao relativamente
polares, conclui-se que para o n-hexano a fase movel comecaria com o eluente correspondente,
para acetona com cloroformio e a parte soliuvel em cloroformio comecaria também com
cloroformio, aumentando-se gradualmente a polaridade, cuja misturas e as proporcoes

descrevemos a seguir, as fracoes obtidas econtram-se tabeladas no anexo.

Cada processo de fracionamento foi inicida com, aproximadamente 3g, as fracdes recolhidas
foram combinadas pesadas e controladas a massa até perfazer um total da massa aproximada

a de extrato bruto inicial. A massa tatal das fracoes recolhidas extrato ver (Tabela 20).

Tabela 20. A massa inicial, fracoes e massa tatal recolhida por extrato

Extrato de: MassaInicial Total de  Total da massa
em/g fracoes recolhida/g
n-hexano 3 23 2,798
Acetona Parte soltvel/Clor. 3 23 2,824
Acetona parte insoluvel/Clor 3 41 2,824

Depois a purificacdo dos extratos de n-hexano coluna 1 e acetona coluna2 e trés a partir da CC,
0s compostos puros e com pesos suficientes obtidos, estao representados nas tabelas abaixo,
por conseguinte, foram preparados e submetidos a analise de estrutura por espectroscopicas
de RMN, respeitivamente. (Tabela 21), CC n° 12, extrato de n-hexano, (Tabela 22) extrato de
acetona, (Tabla 23), extrato de Acetona, parte nao solivel em Cloroféormio das cascas de Vd.

Tabela 21.Produtos aparentemente puros, selecionados apds o processo de fraccionaménto com CC e
estao organizados por eluente e a proporcao, fracoes, massa e o tratamento dado.

Eluente Proporg¢ées fracoes massa tratamento
Hex/Ac 95%5 36 0,012 RMN
Hex/Ac 95%5 37 0,014 RMN
Hex/Ac 90%10 51-65 0,139 RMN
Hex/Ac 80%20 72-82 0,373 RMN
Hex/Ac 70%30 91-95 0,077 RMN
Hex/Ac 70%30 96-103 0,071 RMN

CC 11?; Extrato de Acetona, casca de Vd, Parte solivel em Cloroformio.

Tabela 22. Produtos aparentemente puros, selecionados apds o processo de fraccionaménto comCC e
estdo organizados por eluente e a proporcao, fracoes, massa e o tratamento dado.

Eluente Propor¢ées fracoes massa tratamento
Cloroformio 100% 1-3 0,029 RMN
Cloroformio 100% 6-12 0,024 RMN
Clor. /Met 95%5 27-35 0,035 RMN
Clor. /Met 90%10 41-46 0,038 RMN
Clor. /Met 80%0 52-60 0,116 RMN
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CC I11? Extrato de Acetona da casca/ Vd, Parte nao solivel em Cloroférmio.

Tabela 23.Produtos aparentemente puros, selecionados apds o processo de fraccionaménto com CC e
estao organizados por eluente e a proporcao, fracdes, massa e o tratamento dado.

Eluente Proporg¢ées
Clor. /Met 70%30
Clor. /Met 70%30
Clor. /Met 60%40
Clor. /Met 60%40
Met./Clor 70%30

fracoes
46-49
53-55
56-62
63-67
99-104

massa
0,083
0,173
0,069
0,138
0,027

3.2.3. Resultado da técnica de espectroscopia IV

tratamento
RMN
RMN
RMN
RMN
RMN

O extrato de Acetona das cascas de Vd, parte solivel em n-hexano, foi preparado e foi

submetido a analise de espectroscopia de IV, como forma de controlo no sentido de se realizar

uma analise preliminar da composicdo do mesmo antes de ser injetado no GC-MS. O estudo por

IV, permitiu avaliar se o extrato avancaria diretamente para analise por GC-MS.

Consequentemente, o extrato seguiu para analise por GC-MS, os cromatogramas obtidos foram

comparados, tendo em conta os seus nomes, tempos de retencdo massa e a sua abundancia

relativa (Tabela 24), de seguida apresetamos as estruturas dos compostos correspondentes

(Figura 28).

Tabela 24.Compostos determinados por GC-MS, da parte sollivel em n-hexano do extrato de acetona das
cascas de Vd, comrespetivos tempos de retencao (Tr), massa e abundanci relativa (%).

Pico Nome do composto Tempo deretencao Massa Abundanciarelativa
1 Cadineno 21:16 M+ 204 8,9%
2 B-eudesmol 21:31 M+204 9,8%
3 mistura 27:16 M+ 30 Nao dada
4 mistura 29:42 M+298 Nao dada
H
Cadineno B-eudesmol

Figura 28.Estruturas dos compostos comparativamente determinados por GC-MS na analise dos

Picos 1,2 da cromatograma da parte solivel em n-hexano do extrato de acetona das cascas de Vd.

3.2.4. Resultados de RMN

Os produtos das fracoes selecionadas e acima referidas em tabelas 21 e 22 referénte as colunas

um e dois, foram analizados por RMN em CDCl3, equanto que os produtos das fracoes
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selecionadas e acima referidas em tabelas 23 referente a coluna trés, foram analizados por
RMN em ((CH3)z2-ds), por nao dissolverem em CDCB. Contudo, a analise por RMN, serviu como
forma de controlo no sentido de se realizar uma analise preliminar da composicao dos produtos
antes de serem injetados no GC-MS. Por sua vez, o estudo por RMN, permitiu também, avaliar
quais as fracoes que avancariam diretamente para analise por GC-MS. No entanto, os espectros
foram analisados e quatro fracoes foram selecionadas entre elas a fracao 36 aparente ser um
composto novo, mas com dificultades de ser identificado a sua estruturas por apresentar um

ligeiro grau de mistura, dos quais se encontram referidos de seguida.

Consequentemente, estas fragcdes seguiram para analise por GC-MS, enquanto que outras nao

avancaram para analises por GC-MS, por representarem graus de impurezas elevados.

Portanto, as fracoes que seguiram para analise por GS-MS foram os seguintes: fracoes 36, 51-
65 € 91-95 CC n° I* e fragdes 53-55 CC n° 112, A fracao 91-95, os resultas das analises por GC-
MS, nao foram obtidas, pelo facto a fracdo nao se dissolver no solvente usado em analises com
GC-MS. Nas tabelas 25 e 26 a baixo, encontram-se os compostos determinados por GC-MS em
cada fracdo analizada, a sua abundancia relativa e os tempos de retencao de acordos com os

espetros obtidos (os espetros das cromtogramas ver Anexo 8).

Para além disso, também s&o indicadas as ambudancias de compostos identificados e de

compostos nao identificados.

A fracdo 36 (Tabela 25), apresentou o pico maximo pertencente ao composto maioritario com
massa 286, embora assim a estrutua nao foi identificada por ter impureza, mas presume-se que
pode ser um diterpeno que pode apresentar um esqueleto podocarpano ou pimerano. Por outro,
a estrutura sugerida por GC-MS, nao corespondeu com as informacdes de espectro de RMN
obtido. Assim sendo, nao foi identificado uma estrutur comparativa do composto pertencente
embora sendo o composto maioritatio. o que obriga posterior passos adicionais para purifica-lo

e para a posterior analise

Tabela 25. Compostos determinados na fracao 36 por GC-MS com respetivos tempos de retencao (Tr),

massa e abundanci relativa (%).

pico Nome do composto Tempo de retencao Massa  Abundancia relativa
1 Nao detetado 26:04 M+286 132 5%
2 24B-metilcolesterol 26,18 M+400 32%
3 Estigmasta-2,22-dien-38-ol 28:00 M+412 42%
4 B-sitosterol 30:17 M+414 72%

A fracdo 51-65 (Tabela 26), apresentou o pico maximo pertencente ao composto maioritario 24
B-etilcolesterol com massa e tempo de retecao ver tabela abaixo, a estrutua ver (figura 29) e
no Anexo 8 estd as cromatograma correspondentes. Por outro, a fracdo apresentou dois picos

de compostos de pouca abundancia.
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Tabela 26. Compostos determinados na fracao 51-65 por GC-MS com respetivos tempos de retencao (Tr),
massa e abundanci relativa (%).

Pico Nome do composto Tempo de retencao  Massa  Abundancia relativa
1 24B-metilcolesterol 26:54 M+ 400 19,3%
2 Estigmasta-5,22-dien-38-ol 27,56 M+412 34%
3 24 B -etilcolesterol 30:14 M+ 414 65%
H
H
24 B -etilcolesterol Estigmasta-5,22-dien-38-ol
H

24B-metilcolesterol

Figura 29.Estruturas dos compostos comparativamente determinados por GC-MS na analise dos
Picos 1,2 e 3 da cromatograma das fracoe 51-65 do extrato de acetona das cascas de Vd.

Em todos os espetros de RMN de 'H e '3C analizados, nao foi possivel interpretar com precisdo

as informacoe de todas as fracdes analizadas neste método, por conter enimeras impurezas

Dos resultados obtidos a partir das analises por GC-MS das fracoes 36, 51-65 e do extrato de
Acetona da parte solivel em n-hexano, pode cocluir-se que as fracoes 36, 51-65 apresentdo os
compostos aparentemente semelhacas tanto na estruturas molecular como na constituicao
antéminas e com pequenas diferencia de massas, embora a fracdo 36 ter abudancia dos
compostos como Estigmasta-2,22-dien-3B-ol e 24B8-metilcolesterol em relacao a fracao 51-65
apresenta a abudancia do composto 24 B -etilcolesterol e Estigmasta-5,22-dien-3B-ol. E o
extrato de Acetona da parte solivel em n-hexano apresentou compostos diferentes, mas com

muita mistura.
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4. Conclusoes

Desde muito tempo as plantas naturais vieram a ser tradicionalmente usadas na medicina
tradicional para cura de varias doencas, atualmente o uso de produtos naturais proveniente das
plantas no campo medicinal, tém vindo a aumentar, o desafio consiste em utilizarcdo de plantas
com um grau de eficiéncia e toxicidade conhecido, uma vez que muitas destas plantas o
conhecimento cientifico em relacdo os efeitos dos fitoquimicos ainda nao esta estudado. Por
outro, a descoberta das espécies com potencial terapéutico, pode servir como recurso para
revolucionar a inovacao e o desenvolvimento econémico das sociedades, bem como aproveitar
a abundancia dos compostos bioativos em diferentes espécies das plantas, para servir como
fonte de recursos para a indlstria farmacéutica produzir medicamentos. Portanto, sao
necessarios métodos apropriados para extrair os compostos bioativos das plantas, uma vez que
estes bioativos podem serem encontrados em qualque parte da planta.

Com este trabalho, pretendia-se extrair e testar as atividades antioxidantes dos extratos das
plantas, fracionar, isolar e caraterizar os componentes quimicos de algumas plantas naturais
utilizadas na medicina tradicional de Angola. Com foco em materiais vegetais de cinco plantas,
cascas de Vd, raizes e folhas de Db, raizes e cascas de Al, raizes de Sl e de Slgl, recolhidas em
Angola na Provincia do Moxico no més de agosto de 2017 e transportadas para Portugal na

Universidade de Beira de Interior no mesmo ano.

As extracbes seguiram métodos solido-liquido continuo por extrator de soxhlet, e por
maceracao, usando sistena de solventes com polaridade escalonada de n-hexano, acetona até
etanol. Como as plantas contem metabolitos primarias e secundarias com polaridades
diferentes e como nao se encontraram estudos semelhantes, referente a estas plantas
recolhidas naquela regiao do territério angolano.

As extracOes por extrator soxhlet a quente com n-hexano como solvente pouco polar, nao
exibira resultado de extracao esperado em relacao a extracao realizada a frio por maceracao,
onde se utilizaram acetona e etanol como solvente polares.

Este resultados das extragdo a quente, podem ser que no caso das raizes e cascas, o tamanho
de materiais cortejados foi grosso, a registéncia a secagem no caso das raizes e folhas de Al e
raizes de Slgl, pode dimuir o contacto soluto/solvente, o fator tempo/calor do sistema
permanecer relativamente elevado pode degradar os metabolitos termolabeis, e, por outro
lado, a temperatura ambiente, a alta polaridade dos solvente (acetona e etanol) usados na
extracao a frio, possibilitaram extrair maior quantidades de extrato a partir das plantas embora
o resultado nao ser linear.

A determinacao de atividade antioxidante, o extrato de n-hexano nao foi avaliado, uma vez
que o método nao foi adequado, devido ao solvente utilizado na preparacao das solucdes. Assim
sendo a procura de uma metodologia que possa determinar a atividade antioxidante do extrato

de n-hexano, de forma eficiente, pode ser importante.
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A determinacdo de atividaente antioxidante a partir dos extratos bruto de acetona e etanol
usando método clorométrico do radical livre ndo natural 2,2-difenil -1-picrilhidrazil (DPPH),
onde os extratos de e acetona das cascas de Vd, mostraram um elevado poder andioxidante,
uma vez que a concentracado necessaria para promover 50 % de inibicdo obtida foi 5,434 pg/mL
a qual é inferior ao ICs0 dos compostos padrdo Rutina e trolox e superior ao Ac. galico que sdo
fortes redutores. Pelo AAIl o extrato foi classificado como muito forte, quanto a sua atividade
antioxidante.

No caso dos extratos de etanol das folhas e raizes de Db, mostraram um elevado poder
andioxidante, uma vez que a concentracdes necessarias para promover 50 % de inibicdo obtidas
foram 7,775 pug/mL de extrato das folhas e 11,808, ug/mL de extrato das raizes. a qual é inferior
ao ICso do composto padrdo Ac. galico, superior da Rutina e igual ao troloxio. Pelo AAI os
extratos foram classificados como muito fortes, quanto as suas atividades antioxidante. Em
relacao os extratos das folhas de Al, mostraram um baixo poder andioxidante, uma vez que as
concentracdes necessarias para promover 50 % de inibicdo obtidas foram 108,16ug/mL de
extrato de acetona e 423,38, pyg/mL de extrato de etanol. A qual é superior ao 1Cs0do composto
padrdo galico, Rutina e troloxio. Pelo AAl os extratos foram classificados como muito fortes,
quanto as suas atividades antioxidantes.

Para a amostra do extrato de Etanol das raizes de Sl. Mostrou um baixo poder andioxidante,
uma vez que as concentragdes necessarias para promover 50 % de inibicao obtidas foram 1428,8
pg/mL. A qual é superior ao ICs0 do composto padrao galico, Rutina e troloxio. Pelo AAl o extrato
foi classificado como pobre, quanto a sua atividade antioxidante. O extrato de Etanol das raizes
de Slgl. mostrou um baixo poder andioxidante, uma vez que as concentracées necessarias para
promover 50 % de inibicdo obtidas foram 60,753 pg/mL, que é superior ao 1Cs0 do composto
padrdo galico, Rutina e trolox. Pelo AAl o extrato foi classificado como pobre, quanto a sua
atividade antioxidante.

A atividade antioxidade das fracdes obtidas por CC, nao foi determinada. Também outros
extratos nao foram estudados e nem se determinou a atividade antioxidante. Neste caso
passaram para as proximas fases desse estudo. Assim, seria importante ser avaliados, sobretudo
no que diz respeito aos extratos de acetona das raizes e folhas de Db, raizes de Slgl, folha de
Slgl e raizes de Sl e aos extratos de etanol das cascas de Vd, raizes de Slgl, folha de Slgl e raizes
de S|, uma vez que era importante conhecer o puder antioxidante dos mesmos extratos.

As fracoes referénte as colunas um e dois, foram analizadas por RMN em CDCl3, equanto que as
fracdes selecionadas referentes a coluna trés, foram analizados por RMN em ((CH3)2-ds), por
nao dissolverem em CDCl. sendo o primeiro solvente escolhido. A analise por RMN, serviu como
controlo que permitiu realizar uma analise preliminar da composicao dos produtos antes de
serem injetados no GC-MS. Por sua vez, o estudo por RMN, permitiu também, avaliar fracoes
que foram diretamente para analise por GC-MS. Portanto, das quatro fracoes selecionadas entre
elas a fracao 36 apresentou ser um composto novo, mas com dificultades de ser identificado a
sua estruturas por apresentar um ligeiro grau de mistura. Dos resultados obtidos a partir das

analises por GC-MS das fracoes 36, 51-65 e do extrato de Acetona da parte solivel em n-hexano,
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pode concluir-se que as fracdes 36, 51-65 apresentao os compostos aparentemente semelhantes
nas estruturas moleculares como na sua constituicdo com pequenas diferencas de massas, na
fracao 36 os compostosmais abudantes foram estigmasta-2,22-dien-38-ol e 24B-metilcolesterol
na fracdo 51-65 foram o 24 B -etilcolesterol e Estigmasta-5,22-dien-3B8-ol. E o extrato de
Acetona da parte solivel em n-hexano apresentou compostos diferentes, mas com muita

mistura.

Trabalhos futuros

Considerando que nao existirem estudos sobre estas plantas recolhidas naquela parcela do
territorio angolano, seria muito importante a continuacdo desta investigacdo. Assim, poderia
ser incluido outros métodos para extracao e para avaliacdao de atividades biologica, bem como,
avancar para testes in vitro com os compostos isolados. Também sera importante a continuacao
da investigacao, incluido Métodos para a caraterizacdo dos compostos quimicos maioritarios e

a consequente determinacao das estruturas.
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Resumo (Abstrat)

Extracdo e determinacao das atividades antioxidantes de
extratos de plantas de Angola

A.M. Selua, M. Lucas, M. Gomes, J. A. Figueiredo, J. Rodilla, M. . Ismael

FibEnTech, Departamento de Quimica, Universidade da Beira Interior, 6201-001 Cowilha,
Portugal

As plantas medicinais sdo uma fonte de medicamentos em varias comunidades mundiais, no
tratamento de enumeras infegBes patogénicas, (1) porém, muitas delas sao utilizadas sem a
caraterizacdo dos seus componentes (2).

Com este trabalho pretende-se caraterizar os compostos extraidos de plantas como Aloe
congolensis, Securidaca longipedunculata, Diospyro batocana, Sansevieria liberica Gerome e
Labroy e também Vitex doniana, utilizadas na medicina tradicional de Angola. Efetuaram-se
extragdes em soxhlet com n-hexano e extracdes sélido-liquido a frio, com acetona e etanal (3).
Foram utilizadas as cascas, as raizes e as folhas das plantas. As extragfes foram realizadas do
solvente de menor polaridade (n-hexano) para o de maior polaridade (etanol). Deste modo
obtiveram-se diversos extratos que foram analisados.

As atividades antioxidantes das amostras dos extratos de plantas em etanol e acetona foram
analisadas pelo método de DPPH (4, 5), tendo-se obtido atividades antioxidantes significativas
em duas plantas (Diospyros batocana e Vitex doniana). De acordo com o indice de Atividade
Antioxidante (AAI), os extratos de etanol obtidos a partir das folhas e raizes de Diospyros
batocana e o extrato de acetona proweniente das cascas de Vitex doniana apresentam uma
atividade antioxidante muito forte. Os restantes extratos exibem uma atividade antioxidante pobre
ou moderada.
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AneXO n°1: Declaracao n°04/2017, da Camara Profissional dos

Terapeutas da Medicina Tradicional e Natural em Angola na Provincia do

Moxico.
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Anexo n° 2: Preparacdo do material vegetal

Apos a colheita as folhas, raizes de género Al, as folhas, raizes de Db, raizes de Sl e raizes,

folhas de SIGlL, foram secas separadamente ao ar e a temperatura ambiente (-25°C).

Seguidamente foram cortadas, com uma faca e colocadas em extracao.

Raizes de Sl Raizes de Slal Planta Slgl

.

4

Raizes de Db Folhas de Db Casca de Vd
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AneXO 3: Evaporador rotativo

Evaporador rotativo
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(o]
AneXO n 4; Espetrofotometro Thermo Fisher Scientific™ evolution

160 UV-Vis
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Anexo 5: Atividade antioxidante - Método do DPPH

Anteriormente,

apenas foram apresentados

os calculos

dos parametros

da atividade

antioxidnate para o extrato etanol/agua e acetona. Os dados referentes aos padroes serao

apresentados neste anexo.

I.I. Rutina
[DPPH] = 0,0800 mM
120 -
y =7,5931x + 8,5031
100 - R? = 0,9684
y =7,6697x + 8,3168 B
80 - R? = 0,9564
S ¢ Ensaio1
S y =7,6008x + 8,1131
8 60 - R? = 0,9699 "  Ensaio2
[
- Ensaio 3
40 - . ,
Linear (Ensaio 1)
20 - Linear (Ensaio 2)
LA Linear (Ensaio 3)
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[Rutina] na célula (mg/L)

Figura 30.Representacao grafica da % | em funcado da concentracao do padrdo rutina na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,0800 mM.

Tabela 25 Parametros IC5, e AAl da rutina, paraa concentracdo de DPPH de 0,0800 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (ng/mL) 5,5 5,4 5,5 55 +0,1
AAl 5,5 5,5 5,4 5,5 +0,1
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% Inibicao
= N W A U O N o0 0
O O O O O o o o o

o

[DPPH] = 0,1242 mM

_—
y =6,6338x +1,3234

y = 6,4846x - 0,2765
R = 0,9959

Rz = 0,9942
y =6,3648x + 1,2114 ¢ Ensaio1
R? = 0,9969 ®  Ensaio2
Ensaio 3

Linear (Ensaio 1)

Linear (Ensaio 2)

Linear (Ensaio 3)

2 4 6 8 10 12 14
[Rutina] na célula (mg/L)

Figura 31.Representacéo graficada % | em funcao da concentracao do padrao rutina na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,1242 mM.

Tabela 26 Parametros IC5, e AAI da rutina, paraa concentracao de DPPH de 0,1242 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (ug/mL) 7,8 7,3 7,7 7,6 +0,2
AAl 6,0 6,3 6,1 6,1 +0,2
[DPPH] = 0,2000 mM
70
y =4,365x - 0,7532
60 R? = 0,9871
[}
y =4,2211x + 1,3975
50 R2 = 0,9818
® 40 | |y =4,6356x - 0,7792 ¢ Ensaiot
e R2 = 0,9818 ®  Ensaio2
[
- 30 Ensaio 3
20 Linear (Ensaio 1)
Linear (Ensaio 2)
10
é Linear (Ensaio 3)
0 T T T T T T )
2 4 6 8 10 12 14
[Rutina] na célula (mg/L)

Figura 32.Representacéo graficada % | em funcao da concentracao do padréo rutina na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,2000 mM.

73



Tabela 29 Parametros ICsy e AAl darutina, paraa concentracdo de DPPH de 0,2000 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (pg/mL) 11,6 11,5 11,0 11,4 + 0,4
AAl 6,4 6,4 6,8 6,5 +0,2

Tabela 27 Resumo dos parametros ICs, e AAl e classificacao da atividade antioxidante da rutina.

Média + Desvio Médio Atividade antioxidante
ICso (ug/mL) 8,1 +2,1
AAl 6,0 + 0,4

Muito Forte

Para promover 50% de inibicdo € necessaria uma concentracdo de 8,1 ug/mL de rutina. A rutina

apresenta uma capacidade antioxidante muito forte, segundo o AAI.

I.1l. Trolox
[DPPH] = 0,0800 mM
30 -
y =9,9064x - 0,6031
2 =
25 R? = 0,9979
y =10,015x - 0,1628 - ]
20 - R? = 0,9662 .
& y =10,228x + 0,4266 + Ensaiof
815 R? = 0,9993 ® Ensaio2
c
o\_o Ensaio 3
10 - . .
Linear (Ensaio 1)
5 - Linear (Ensaio 2)
Linear (Ensaio 3)
O =1 T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Trolox] na célula (mg/L)

Figura 33.Representacéo graficada % | em funcao da concentracédo do padrao trolox na célula do
espetrofotometro, para a concentracdo de DPPH de 0,0800 mM.

Tabela 28 Parametros ICsy e AAI do trolox, para a concentracao de DPPH de 0,0800 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
IC5o (ug/mL) 5,1 5,0 4.8 5,0 £ 0,1
AAI 5,8 6,0 6,2 6,0 +0,2
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[DPPH] = 0,1242 mM

20 ~
18 4 |y =7,3422x - 0,6796 n
16 R? = 0,9989
y =7,133x +0,1317
149" Re=09986
o .
S 12 y =6,9152x +0,6533 ¢ Ensaio1
1] R? = 0,9897 " Epsaio2
c
= 8 Ensaio 3
° Linear (Ensaio 1)
v Linear (Ensaio 2)
2 Linear (Ensaio 3)
0 - . : .

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Trolox] na célula (mg/L)

Figura 34.Representacao grafica da % | em funcado da concentracao do padrao trolox na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,1242 mM.

Tabela 29 Parametros ICsy e AAI do trolox, para a concentracdo de DPPH de 0,1242 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (Hg/mL) 6,9 7,0 7,1 7,0 £ 0,1
AAl 6,6 6,6 6,4 6,6 + 0,1
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[DPPH] = 0,2000 mM
12
y =4,6266x - 0,4144 -
10 - R? = 0,9991
y =4,0379x - 1,1027
8 1 R? = 0,9971 ¢ Ensaio1
S y =4,5995x - 0,4191 .
,§‘ 6 - R? = 09958 ®  Ensaio2
) Ensaio 3
£ 4 -
S Linear (Ensaio 1)
2 - Linear (Ensaio 2)
Linear (Ensaio 3)
0 T T )
T 0,5 1 1,5 2 2,5 3
2
[Trolox] na célula (mg/L)

Figura 35.Representacéo graficada % | em funcao da concentracao do padréo trolox na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,2000 mM.

Tabela 30 Parametros ICsy e AAI do trolox, paraa concentragao de DPPH de 0,2000 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (ug/mlL) 11,6 11,5 11,0 11,4 + 0,4
AAl 6,4 6,4 6,8 6,5+0,2

Tabela 31 Resumo dos parametros ICsy e AAl e classificacdo da atividade antioxidante do trolox.

Média + Desvio Médio Atividade antioxidante
ICso (ug/mL) 7,8 +24
AAl 6,3 +0,2

Muito Forte

Para promover 50% de inibicao € necessaria uma concentracao de 7,8 pg/mL de trolox. O trolox

apresenta uma capacidade antioxidante muito forte, segundo o AAI.

I.Il. Acido Galico
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[DPPH] = 0,0800 mM

160 -
y =39,781x - 1,2733
140 - R2 = 0,9807
120 4 |y =37,397x + 3,6775
R2 = 0,9914
100 - .
& y = 37,882 + 1,0328 + Ensaio1
8 80 - R? = 0,9952 ®  Ensaio2
C
o\_° 60 - Ensaio 3

Linear (Ensaio 1)

40 -
Linear (Ensaio 2)
20 - . .
Linear (Ensaio 3)
0 e T T T T T T T )
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

[Acido galico] na célula (mg/L)

Figura 36.Representacéo graficada % | em funcao da concentracao do padrao acido galico na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,0800 mM.

Tabela 32 Parametros ICsy e AAI do acido gélico, para a concentragao de DPPH de 0,0800 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (g/mL) 1,3 1,2 1,3 1,3 + 0,1
AAl 21,7 23,4 20,4 21,8 +1,5

[DPPH] = 0,1242 mM

120 +
y =24,297x + 2,4207
2 =
100 - R2 = 0,9975
y =24,356x + 3,8929
80 - R? = 0,9976
y =24,597x + 4,2013 ¢ Ensaio1
RI=0,9947 ®  Epsaio2

Ensaio 3

% Inibicao
(o)
o

40 -
Linear (Ensaio 1)
20 - Linear (Ensaio 2)
Linear (Ensaio 3)
0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

[Acido galico] na célula (mg/L)

Figura 37.Representacéao graficada % | em funcao da concentracao do padrao acido galico na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,1242 mM.
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Tabela 33 Parametros ICsy e AAI do acido galico, para a concentracdo de DPPH de 0,1242 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (pg/mL) 2,0 1,9 1,9 1,9 + 0,1
AAI 23,7 24,6 25,0 24,4 + 0,7

[DPPH] = 0,2000 mM

80 -
y =17,659x + 0,582
70 4 R2 = 0,9985
60 - |y =16,605x +0,7816
R2 = 0,9952
207 y =17,527x + 0,3906 + Ensaio1

R? = 0,9981 = Epsaio2

% Inibicao
N
o

Ensaio 3

w
o
1

Linear (Ensaio 1)

20 -
Linear (Ensaio 2)

10 -
Linear (Ensaio 3)
O T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

[Acido galico] na célula (mg/L)

Figura 38.Representacéo graficada % | em funcao da concentracao do padrao acido galico na célula do
espetrofotometro, para a concentracao de DPPH de 0,2000 mM.

Tabela 34 Parametros ICsy e AAI do acido galico, para a concentracao de DPPH de 0,2000 mM.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + Desvio Padrao
ICso (ng/mL) 2,8 3,0 2,8 2,9 + 0,1
AAI 26,2 24,2 25,9 25,4 + 1,1

Tabela 35 Resumo dos parametros ICsy € AAl e classificagdo da atividade antioxidante do acido galico.

Média + Desvio Médio Atividade antioxidante
ICso (pg/mL) 2,0 £ 0,6
AAl 239 +1/4

Muito Forte

Para promover 50% de inibicdo é necessaria uma concentracdo de 2,0 ug/mL de acido galico. O

acido galico apresenta uma capacidade antioxidante muito forte, segundo o AAl.
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80 -

y =10,124x-0,0749 [DPPH] =0,0800 mM
70 - R? =0,967
60 7 ly=11,163x-2,4364
850 - R2 =0,9979
£ 40 | |y=99775x-0,9359
< 30 4 R2 =0,996
20 -
10 -
0 : : : . . : .
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato de etanol] na célula (ng/mL)

¢ 1 = 2 A3

Linear (1) Linear (2)

Linear (3)

Figura 39.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db (ug/ml), para a
[DPPH] 0,0800m

807 |v=76305x-05633|  [DPPH] = 0,1242 mM
R?=0,9978
50 -
y = 7,4152x - 1,4737
S 40 - R?=0,9928
U
8 30 1 |v=76654x-0,0349
£ R2=0,9998
R 20 -
10 -
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[Extrato de etanol] naceiula (1g/mL)
e 1 =2 A3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Figura 40.- Grafico comavaliacdo da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db
(ug/ml), para a [DPPH] = 0,1242 mM
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Figura 41.- grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db
(ug/ml), paraa

80 1 _
y=10,124x-0,0749 [DPPH] =0,0800 mM
70 R2 = 0,967
60 + |y=11,163x-2,4364
,& 50 - R?2=0,9979
I-g 40 4 |y=9,9775x-0,9359
c\_o 30 - R?=0,996
20 -
10 A
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[Extrato de etanol] na célula (pg/mL)
¢ 1 B 2 A3 Linear (1) Linear (2) Linear (3)

Figura 42.Grafico comavaliacao da % Inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db
(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM .
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Figura 43.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db

(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 44.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Db

(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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Figura 45.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de acetona das folhas de Db
(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 46.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de acetona das folhas de Vd
(ug/ml), para a [DPPH] 0,1242mM.
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Figura 47.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de acetona das folhas de Vd

(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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Figura 48.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de Acetona das folhas de Al
(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 49.Grafico com avaliacdo da % inibicao vs Extrato de Acetona das folhas de Al
(ug/ml), para a [DPPH] 0,1242 mM.
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Figura 50.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de acetona das folhas de Al
(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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Figura 51.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Al

(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 52.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Al

(Mg/ml), para a [DPPH] 0,1242mM.
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Figura 53.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das folhas de Al

(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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Figura 54.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das raizes de Slgl

(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 55.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das raizes de Slgl
(ug/ml), para a [DPPH] 0,1242mM.
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Figura 56.Grafico com avaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das raizes de Slgl
(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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Figura 57.Grafico com avaliacdo da % inibicao vs Extrato de etanol das raizes de Sl
(ug/ml), para a [DPPH] 0,0800mM.
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Figura 58.Grafico comavaliacao da % inibicao vs Extrato de etanol das raizes de Sl
(ug/ml), para a [DPPH] 0,1242mM.
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(ug/ml), para a [DPPH] 0,2000mM.
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o °
AneXO n 6. Cromatografia em coluna (CC), e cromatografia em

camada fina (CCF)

Cromatografia em coluna e a Bomba de pressao

Cromatografias em camada fina (CCF)
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AﬂEXO 7: Coluna n° I, fracoes obtidas por CC do extrato de n-hexano das cascas de

Vd. Massa do extrato: 6.8g; Massa cromatografada 3g. Eluentes: n-hexano e Acetato de etilo.

N° | Eluenteem % Fracao Massa de Massa/
produto/g produto mg

1 9575 T—15 0,017 1,17
2 95/5 16---25 0,075 7,5
3 95/5 26---35 0,005 5,0
4 95/5 36 0,012 1,2
5 | Hexano 95/5 37 0,014 1,4
6 AcZiato de 90/5 38---40 0,328 32,8
7 | etilo 90/10 41---50 0,013 1,3
8 90/10 51---65 0,139 13,9
9 80/20 66---71 0,027 2,7
10 80/20 72---82 0,373 37,3
11 70/30 83---90 0,331 33,1
12 70/30 91---95 0,077 7,7
13 70/30 96---103 0,071 71
14 60/40 104---113 0,129 12,9
15 60/40 114---123 0,104 10,4
16 50/50 124---143 0,468 46,8
17 | Acet. Etl. 100 144---170 0,428 42,8
18 95/5 171---173 0,045 4,5
19 | Acetato de 95/5 174---178 0,054 5,4
20 | etilo 95/5 179---183 0,019 1,9
21 vs 90/10 184---193 0,004 5,0
22 | Metanol 80/20 194---199 0,018 1,8
23 100 200---207 0,047 47
Total da massa recolhida | 2,798 279,9

Nota: A polaridade inicial foi 95% de n-Hexano e 5% de Acetato de etilo e depois a
eluicao foi invertida, para o acetato de etilo vs metanol mudando solvente durante a
eluicao n°1.

Coluna n° 12, Fragées obtidas por CC do extrato de Acetona da casca de Vd, parte solivel em
Cloroférmio. Massa do extrato: 4.107g; Massa cromatografada 3g.

N° Eluente em % Fracao Massa de Massa de
produto /g produto /mg

1 | Cloroformio 100% 3 0,029 2,9

2 100% 4---5 0,008 8,0

3 100% 6--12 0,24 2,4

4 95/5 13--21 0,007 7,0

5 | cloroférmio 95/5 22--23 0,002 2,0

6 Vs 95/5 24 0,233 23,3

Metanol

7 95/5 25--26 0,014 1,4

8 95/5 27--35 0,035 3,5

9 90/10 36--39 0,011 1,1

10 90/10 40---46 0,038 3,8
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1 380/20 4/---31 0,035 3,9
12 80/20 52--60 0,116 11,6
13 70/30 61--70 0,123 12,3
14 70/30 71--82 0,271 27,1
15 60/40 83--87 0,384 38,4
16 60/40 88--95 0,172 17,2
17 | Cloro./Met. 50/50 96--107 0,151 15,1
18 100% 101--109 0,021 2,1
19 | Metanol o 110---118 0,168 16,8
20 100% 119---123 0,694 69,4
21 100% 124--130 0,036 3,6
22 100% 131--135 0,027 2,7
23 100% 136--140 0,009 9,0
Total da massa recolhida 2,824 282,4
Coluna n° I11?; Cromatografia do extrato de Acetona da casca de ximénia americana. Parte

restante do extrato de Acetona, a nado solivel em Cloroformio. Massa geral do extrato:

4.107g; Massa de partida a coluna 3g.

Coluna n° I, Fragées obtidas por CC do extrato de acetona da casca de Vd, parte nao solivel
em Cloroférmio. Massa do extrato: 200,952g g; Massa cromatografada 3g.

N° | Eluente em % Fracao Massa de Massa de
(Ges) mg. produto /g. produtos / mg
1 Cloroférmio 95/5 1-5 0,014 1,4
Metanol
2 95/5 6--8 0,007 7,0
3 95/5 9 0,075 7,5
4 95/5 10 0,002 2,0
5 Cloroférmio 95/5 11-12 0,004 4,0
6 Vs 90/10 13-15 0,001 1,0
Metanol

7 90/10 16-23 0,032 3,2
8 80/20 24 0,002 2,0
9 80/20 25-27 0,027 2,7
10 80/20 28 0,008 8.0
11 80/20 29 0,014 1,4
12 80/20 30-31 0,025 2,5
13 80/20 32-33 0,011 1,1
14 80/20 34-38 0,024 2,4
15 80/20 39-40 0,006 6,0
16 70/30 141-42 0,034 3,4
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T7 T Cloro. TMet. 70730 375 U057 57
18 70/30 46-49 0,083 83
19 | Metanol 55 50-52 0,054 5,4
20 70/30 53-55 0,175 17,5
21 60/40 56-62 0,069 6,9
2 60/40 63-67 0,138 13,8
23 60/40 68-71 0,065 6,5
24 60/40 7274 0,023 2,3
25 50/50 75 0,011 11
26 50/50 7677 0,105 10,5
27 50/50 7879 0,042 42
28 50/50 80-84 0,096 9,6
29 50/50 85 0,031 3,1
30 40/60 86 0,022 2,2
31 87/90 0,215 21,5
32 91-94 0,116 11,5
33 30/70 95-98 0,084 8,5
34 99/104 0,027 2,7
35 3070 105/106 0,019 1,9
36 20180 107-111 0,05 5,0
37 112-113 0,019 1,9
38 113-114 0,07 7,0
39 115-117 0,011 11
4 118-119 0,116 1,
Py 20-23 0,052 5,2
Total da massa recolhida 2,824 282,4
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AneXO n 8: Espectroscopios de IV e RMN de 'H, '3C e MS

v
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Espectroscépios de IV
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Espetro da parte sollivel em hexano do extrato de Acetona da casca de Vitex doniana.

Grupos funcionais pois o espetro de IR apresenta as bandas a 3392,50 cm™ correspondente a
um alcool, as bandas a 2922,35 e 2851,75 cm™ ambos correspondem ao cardono Sp3, na regido
1736,64 cm™ correspondem a um éster e representa um carbono de ligacdo dupla na regido
1456,14 e 1376,96 cm™.

Fracdo C1 - 36: Cromatograma, pico analizado
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Fracao 36- C1. Pico n° 2.
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Fracao 36-C1. Pico n°® 3. NS 1828. Tr: 27:46 (28:00); M* 412; estigmasta-5,22-dien-38-ol
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Fracao 36- C1. Pico n° 3. Estruturas dos compostos aparentes identificados.
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Fracao 36- C1. Pico n°4. NS 2010, Tr: 29:93 (30:17); M* 414; B-sitosterol
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Fracao 36- C1. Pico n° 4. Estruturas dos compostos aparentes identificados.

329
. yg 255 414
105 145
489
! MMM i ﬂ.hJthk ” J » i Spectrum X 2010(28:
3
1

8
145 /[%/
213 396 /L:j/[:}ji\
“ 255 303 PesS
“\\ A Ju S1 W58306 414
43 81
145 /[%/
213 396 /L:j/[:}ji\
“ 255 303 PesS
‘ | . Ju 52 C58306 414
43

81
145 414
”‘ 213 255 303 g N
J‘\ I 53 C122016 414
3

J‘\ I ‘ 5S4 W122016 414
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 *1
SISCOM [rodillal22.8SMS1 2010(28:35) Libraries: VW V C Filter: 73 95 11 8

99



C1, Fracao 51/65: Cromatograma pito analizado

rodillal23.SMs *
MaxEl SumE3
RI 18728 12617

30:14

27:56

26:54

RI33
1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100

C1, Fracdo 51/65. Pico n°® 1. NS 1740. Tr: 26:12 (26:54); M* 400; 24B-metilcolesterol

100% 315.3
367.3
2130 g5
91 145.2 289.3
231.3

428.9

199.2 489.4
445.4

340.3 Bl

hwu\h i h\‘ it \‘“\ Bl H‘\ | .
R e o L

60 80 100 120 140 160 180 200 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
1740(26:54) 19 3% rodillal23.sMs *
rodillal23.SMS

RI33

1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100

100



Fracao 51/65 Pico n° 1. Estruturas dos compostos aparentes identificados.
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SISCOM [rodlllalZ}.SMS 1740(23:18) Libraries: W C Filter: 79358

Fracao 51/65; Pico n® 2. NS 1823. Tr: 27:29 (27:56); M* 412; estigmasta-5,22-dien-38-ol
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Fracao 51/65 Pico n° 2 Estruturas dos compostos aparentes identificados.
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SISCOM  Trodillal2?3.SMST 1823(26:54) Libraries: W C Filter: 75316924 81113

Fracao 51/65. Pico n°® 3. NS 2006, Tr: 29:89 (30:14); M* 414; 24B-etilcolesterol
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Fracao 51/65 Pico n° 3. Estruturas dos compostos aparentes identificados.
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Pico n°1, NS

1294, Tempo de retencao

19:05 (21:16); M*

204; cadineno
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Pico n°1, NS. Estruturas dos compostos aparentes identificados
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Pico n°2 NS 1314 Tempo de retencdo: 19:90 (21:31); M* 204; B-eudesmol
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Pico n° 2. Estruturas dos compostos aparentes identificados
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Pico n°3 NS 1772 Tr: 26:70 (27:16) M* 430, mistura
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SISCOM [rodillal20.SMS1 1772(27:16) Libraries: VW V C Filter: 911 7 13 531
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Pico n°4, NS 1967 Tr: 29:31 (29:42); M* 298; Nao ldentificado
100% 298.2
283.3
1972 21.3
‘ 255.3

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
1967(29:42) 100 14% rodillal20.SMS *

rodillal20.SMS 29:49

30:11 30:42 31:34

28:16

29:06

RI33
| e Y [ |
1700 1800 1900 2000
Pico n°4. Estruturas dos compostos aparentes identificados
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