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1. OBJECTIVO DO TRABALHO

A floresta, em Portugal, representa aproximadamente 38 % do territério, o que pode
traduzir-se pela produgdo de elevadas quantidades de residuos florestais que sdo

normalmente constituidos por diferentes espécies de arbustos e ramos de arvores.

No sentido de valorizar esta biomassa pretende-se, com este trabalho, determinar as
eventuais actividades, antioxidante, anti-bacteriana e anti-fungica dos extractos brutos
(etanodlicos e aquosos) de urze, carqueja e giesta. O estudo serd completado com a
caracterizacdo dos extractos, em termos de compostos fenolicos totais e flavonodides.
Posteriormente, os extractos serdo fraccionados por cromatografia em coluna e a

actividade anti-microbiana das frac¢des sera também estudada.

Neste trabalho, sdo usados métodos colorimétricos para flavonoides (usando o
cloreto de aluminio) e fendis totais (usando o reagente de Folin-Ciocalteu); métodos do
DPPH e do B-caroteno/4cido linoleico para capacidade antioxidante; e actividade anti-
microbiana pelo teste de difusdo em disco e posterior determinacdo da concentracao

minima inibitoéria.
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2. OS ARBUSTOS

A floresta ¢ parte integrante do ecossistema global, constituindo um elemento
fundamental para o seu equilibrio. A floresta ¢ formada por arvores, arbustos, ervas e
um grande nimero de outros seres (plantas e animais). Logo a seguir aos desertos, a
floresta ocupa a maior parte da superficie da terra emersa, isto ¢é, cerca de 30 % dessa
superficie. Encontra-se, no entanto, distribuida de forma irregular, devido a diversidade
climatica e as caracteristicas dos terrenos. A floresta ¢ um recurso renovavel, e por isso,
contribui ndo sé para o equilibrio ecologico da Terra, como tem sido, através dos
tempos, um meio fundamental para a sobrevivéncia do Homem: renova o ar,
produzindo oxigénio e consumindo dioxido de carbono; regulariza o clima, através da
producdo de vapor de 4gua; protege os solos, evitando a erosdo; favorece a infiltragdo e
conservagao de agua no solo; impede o avango da areia e dos ventos maritimos;
constitui uma fonte de alimentacdo para muitos seres vivos; € para o Homem, fonte de

energia e de matérias-primas [1].

A floresta portuguesa ¢ um ecossistema muito antigo, inicialmente com arvores de
folha caduca no norte do pais e arvores de folha perene a sul. Actualmente, a area
florestal portuguesa ascende aos 3,3 milhdes de hectares. Em Portugal, a floresta,
representa cerca de 38 % do territorio, o que pode traduzir-se pela producao de elevadas
quantidades de residuos florestais. Estes sdo constituidos por diferentes espécies de

arbustos e ramos de arvores [2].

Nao existe uma defini¢do exacta, contudo, considera-se arbusto, todo o vegetal do
grupo das angiospérmicas dicotiledoneas lenhosas, que se ramifica desde o solo e que

tem menor porte do que as arvores [3].

2.1. A Urze

2.1.1. Caracteristicas do arbusto

A urze (Erica spp.), ¢ o nome comum de diversas plantas da familia Ericaceae,
espontaneas em terrenos pobres em calcério e com flores de cores diversas (branco,
rosa-purpura, vermelho, esverdeado, etc.) que cobre os solos de terrenos incultos por

toda a parte. E um arbusto rasteiro, que também se pode apresentar sob a forma de
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pequenas arvores nas regioes montanhosas onde a dgua ¢ abundante. Os membros da

familia Ericaceae sdo arbustos de folha perene, e a sua floracdo ocorre entre Fevereiro e

Maio [3].

Entre as véarias espécies de urze, destacam-se aquelas que sdo mais frequentes
nas serras ¢ florestas portuguesas, nomeadamente, Erica scoparia azorica (espécie
endémica dos Acores), Erica scoparia ou Urze-das-vassouras (frequente no noroeste

ocidental e no centro de Portugal), entre outras (Figura 1) [3].

Figura 1: Erica scoparia azorica (a esquerda), Evica scoparia (a direita) [3].

2.1.2. Utilizacao na Medicina Popular

A urze ¢ tradicionalmente usada como anti-inflamatorio das vias urinarias. A sua
principal ac¢do ¢ combater cistites, inflamagdes da prostata e as restantes infecgdes
urinarias. E diurética, o que permite aumentar o volume de urina, indispensavel para

eliminar as toxinas e infecgdes existentes nas vias urinarias; também actua nas diarreias

[4].

Os principios activos encontrados na urze, principalmente na flor, sdo os
flavonoides (de acg¢do diurética) e os taninos (que servem para acalmar a inflamagao
dolorosa da parede da bexiga e todas as infec¢des urinarias). Todas as partes da planta
contém arbutina ou arbutdésido (um glucésido da hidroquinona — B-D-glucopirandsido
da hidroquinona) que as bactérias intestinais transformam em hidroquinona, anti-séptico

urinario (Figura 2) [4,5].
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Figura 2: Estruturas quimicas da Arbutina e Hidroquinona [6].

Sabe-se que as espécies pertencentes a familia Ericaceae, sdo fontes ricas de
fenois, nomeadamente, flavondides, antocianinas, proantocianidinas (designagao
alternativa a de taninos condensados pelo facto destes compostos originarem
antocianidinas apos tratamento, a quente, com um acido mineral). Compostos que estdo
identificados como antioxidantes, com potencial para prevenir os danos oxidativos
causados pelas espécies reactivas de oxigénio (ROS) [7]. As antocianinas diminuem a
permeabilidade capilar, particularmente dos capilares venosos, aumentando a sua

resisténcia, dai a sua ac¢ao antiedematosa [6].

Preparagdes de ervas, utilizando as partes aéreas de Erica arborea e Erica
manipulifora sdo popularmente utilizadas como diuréticos, adstringentes, e no
tratamento de infec¢des urinarias. Particularmente, um copo de infusdo ou decocgao das

folhas de Erica arborea tem sido recomendado para a reducao do edema corporal [8].

Uma receita antiga, descoberta num livro de Dioscorides (autor do primeiro
grande Tratado sobre plantas e medicina), descreve que um cataplasma preparado com

folhas de varias espécies de Erica “faria cicatrizar as mordeduras de serpentes” [8].

Existem comercialmente a venda, capsulas de urze para o tratamento de

problemas urindrios [5].
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2.1.3. Evidéncias Experimentais

2.1.3.1. Actividade anti-inflamatoria de diferentes espécies de Erica

Um estudo desenvolvido por Akool e colaboradores [8] avaliou a actividade
anti-inflamatodria de extractos de Erica arborea, Erica bacquetii, Erica manipulifora e
Erica sicula em ratos aos quais tinham sido induzidos diferentes estados de inflamagao
e edema. Foi possivel concluir que estes extractos apresentam uma actividade anti-
inflamatoria significativa, o que se pode dever ao facto de possuirem flavondides, entre
outros, que sequestram os radicais de oxigénio e que podem por isso interferir na
producao dos metabolitos do 4cido araquidonico através da inibicdo da enzima

lipoxigenase e pela reducao da concentracao de leucotrienos [8].

2.1.3.2. Actividade hipolipidémica do extracto aquoso de flores de

Erica multiflora

As doengas cardiovasculares s3o a causa de morte mais comum nos paises
industrializados. Sabe-se que a hiperlipidémia representa o maior factor de risco para o
desenvolvimento prematuro de aterosclerose e de complicagdes cardiovasculares. Assim
sendo, uma estratégia logica para prevenir e tratar a aterosclerose e reduzir a incidéncia
de doencas cardiovasculares ¢ resolver o problema da hiperlipidémia pela dieta e/ou

utilizando drogas hipolipemiantes [9].

Em Marrocos, assim como em outros paises, a maioria dos doentes
hiperlipidémicos, utiliza plantas medicinais para tratar a hiperlipidémia e a
aterosclerose. Existe um grande interesse em descobrir substancias hipolipemiantes
naturais que derivam das plantas medicinais normalmente utilizadas, nomeadamente a
Erica multiflora. Esta planta, tem sido largamente utilizada no leste de Marrocos por
individuos hiperlipidémicos como uma alternativa a terapéutica convencional e o estudo
fitoquimico, permitiu descobrir que os maiores constituintes das flores sdo os taninos, as

proantocianidinas e os flavonodides [9].

O estudo desenvolvido por Arfani e colaboradores [9], permitiu concluir que a
administracdo intra-gastrica de extracto aquoso de Erica multiflora em ratos aos quais
tinha sido induzida hiperlipidémia, provoca uma diminuicdo significativa dos niveis

plasmaticos de lipidos. Apos 7 horas de tratamento, o colesterol plasmatico total, os
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triglicéridos e o colesterol-LDL, sofreram uma reducao de 47 %, 95 % e 67 %,
respectivamente, no entanto, o colesterol-HDL ndo sofreu alteracdo. Estas observagdes
indicam que o extracto aquoso desta erva contém produtos que diminuem as
concentragdes plasmaticas de lipidos e que podem ter efeitos benéficos no tratamento da

hiperlipidémia [9].

2.2. A Carqueja

2.2.1. Caracteristicas do arbusto

A carqueja, também conhecida por carqueija ou por carqueijeira, pertence a
familia Leguminosae e a subfamilia Papilionaceae, € tem como nome cientifico
Pterospartum tridentatum. E um arbusto de folha perene, com flor em fasciculo de cor
amarela e cuja época de floragdo vai de Margo a Maio. E um arbusto inerme, erecto ou
prostrado, muito ramoso, em que os ramos novos se posicionam distintamente alados e
comprimidos. Uma das caracteristicas mais evidentes deste arbusto ¢ o facto de as suas
folhas parecerem umas asas onduladas, formando trés dentes ou trés lobos em cada no.
A carqueja cresce espontaneamente e encontra-se facilmente em solos acidos em todo o

oeste da Peninsula Ibérica, particularmente em Portugal (Figura 3) [3].

Figura 3: Pterospartum tridentatum [4].

2.2.2. Utilizacao na Medicina Popular

A carqueja, ¢ uma planta que possui accdo digestiva, diurética e acgdo
estimulante do figado. Esta indicada como auxiliar no tratamento de diversas doengas
gastricas, intestinais e das vias urinarias. Emprega-se também em forma de infusdes

para o tratamento da anemia, calculos biliares, diarreia, ma circulacdo de sangue,
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ictericia, diabetes e parasitas intestinais. Devido ao efeito diurético e depurativo, estd

indicada na gota e no reumatismo [4,10].

E utilizada toda a planta, na forma de decoc¢do. Existem também capsulas nas
ervandrias e estabelecimentos dietéticos. Para o emagrecimento e anemia existem
capsulas de carqueja e algas marinhas. Em cataplasma usa-se no tratamento de feridas.
Sob a forma de infusdo, pode ainda ser utilizada no tratamento de gripes, bronquites e
pneumonias. As flores podem ser usadas no tratamento de irritagdes da garganta e em

misturas de ervas para o tratamento de diabetes [4,10].

2.2.3. Evidéncias Experimentais
2.2.3.1. Actividade de proteccio do endotélio, dos flavondides

presentes nos extractos de Pterospartum tridentatum

O trabalho desenvolvido por Vitor e colaboradores [10] teve como objectivo
avaliar a capacidade dos extractos aquosos tradicionalmente preparados, de protec¢do
do endotélio contra os danos oxidativos produzidos por ROS em doentes diabéticos tipo
II, uma vez que o stresse oxidativo parece ter um papel preponderante no
desenvolvimento de complicagdes vasculares associadas aos diabéticos tipo II. Este
estudo permitiu concluir que o extracto aquoso da carqueja protege uma cultura de
c€lulas endoteliais humanas dos danos oxidativos induzidos pelo peroxido de
hidrogénio; e que a isoquercetina ¢ um dos compostos responsaveis pela actividade

antioxidante do extracto [10].

Pode entdo dizer-se que o extracto aquoso desta erva pode prevenir ou reduzir o

desenvolvimento de complicac¢des vasculares nos diabéticos [10].

2.3. A Giesta

2.3.1. Caracteristicas do arbusto

A giesta, também designada por giesteira-das-vassouras (porque se utilizam os
caules deste arbusto no fabrico de vassouras), ¢ um arbusto de folha caduca, que
pertence a familia Leguminosae e a subfamilia Papilionaceae e que tem como
designacio cientifica Cytisus scoparius. E um arbusto que pode atingir os dois metros

de altura e que possui ramos angulosos, erectos ou ascendentes e delgados. As folhas
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sao usualmente 3-folioladas. As flores sdo abundantes e de cor amarelo-claro, que
formam cachos axilares de corola amarela (Figura 4). As suas folhas sdo diminutas e o
fruto ¢ uma vagem. Este arbusto encontra-se principalmente em solos arenosos ou com
rocha abundante e em locais soalheiros e quentes, nos quais se adapta facilmente,
devido a presenca de bactérias nitrificantes. E muito frequente no oeste Europeu,
comum em Portugal nas bermas de caminhos, nas zonas de Sintra, na Serra de

Monchique e nos Agores [3,4,11].

Figura 4: Cytisus scoparius [3,4].

2.3.2. Utilizacao na Medicina Popular

As flores (em botdo) contém flavonoides (escoparina) com propriedades
diuréticas, sendo indicadas para tratar calculos renais, a gota, nefrose, nefrite, doentes
com insuficiéncia cardiaca e constipagdes. Os ramos jovens sao ricos em esparteina, um
alcaléide que faz aumentar a forg¢a contractil do coracdo, e aminas estimulantes do
sistema nervoso vegetativo, que sdo a tiramina e a dopamina, de efeito vasoconstritor e

hipertensor semelhante ao da Digitalis (Digitalis lanata) [4].

As propriedades vasoconstritoras da giesta devem-se, principalmente, a tiramina
e a oxitiramina. Admite-se a fenilalanina, um aminoacido fundamental, como o
precursor destes compostos azotados. Formam-se a custa de reac¢des enzimaticas
sucessivas: uma oxidase transforma a fenilalanina em tirosina, depois uma
descarboxilase origina a tiramina e, por fim, uma tiramina-oxidase determina o

aparecimento da oxitiramina [11]. Esta planta ¢ ainda utilizada devido aos seus efeitos
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hipndticos e sedativos, e no tratamento de diabetes e doencas hepaticas. Estudos
farmacoldgicos confirmaram o seu efeito de estimulagdo uterina e a sua actividade
espasmodica. Também ¢ referida a sua actividade hipotensiva e o seu efeito estrogénico

[12].

A giesta contém flavonas, como a 6’’-O-acetil-escoparina, flavonoides,
nomeadamente: rutina, quercetina, quercitrina, isoharmetina e campferol; e ainda
algumas isoflavonas como a genisteina e o sarotamndsido. A maioria das actividades
biologicas relacionadas com esta planta devem-se a presenca destes inimeros

constituintes activos de natureza antioxidante [12].

2.3.3. Evidéncias Experimentais

2.3.3.1.  Cytisus scoparius — Um antioxidante natural

Os compostos fenolicos presentes nos extractos das partes aéreas da giesta
contribuem directamente para a sua ac¢do antioxidante e sdo os responsaveis pela sua
ac¢do bioldgica benéfica. Esta actividade antioxidante pode ser importante na prevengao
ou abrandamento do progresso de varias doengas relacionadas com o stresse oxidativo

[12].

Foi provado que a administracdo de extracto de giesta promove a conversao da
glutationa oxidada (GSSH) em glutationa reduzida (GSH) pela reactivacao da glutationa
redutase hepatica (Figura 5), em ratos com danos hepaticos significativos e
apresentando stresse oxidativo. Foi também verificada uma redug¢do nos niveis das
transaminases glutimicas oxaloacética e pirtivica séricas e da desidrogenase do lactato,
apés a administragdo de extracto de giesta, o que indica uma estabilizacdo das
membranas plasmaticas, assim como uma reparagdo dos danos nos tecidos, causados
pelo tetracloreto de carbono (CCly). Por outro lado, as actividades da superdxido
dismutase e da catalase, ficaram préoximo do normal, ap6s a administragdo do extracto
de giesta aos ratos pré-tratados com CCly, o que indica a ac¢do antioxidante do extracto
contra os radicais livres de oxigénio [13].

Conclui-se que o extracto de giesta tem um efeito significativo nos danos
hepaticos, assim como no stresse oxidativo, resultando numa redugdo da peroxidacao

lipidica ¢ numa melhoria dos parametros bioquimicos do soro (transaminases

34



glutamicas oxaloacética e piravica, desidrogenase do lactato) assim como num aumento
dos valores de superoxido dismutase e de catalase, que se encontravam diminuidos nos

ratos tratados com CCly [13].
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Figura 5: Interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) ¢ oxidada (GSSH), pela

accdo de varias enzimas [14].

2.3.3.2. Avaliacio das actividades antioxidante e ansiolitica de Cytisus

scoparius

Foi desenvolvido um estudo para determinar as eventuais actividades
antioxidante e ansiolitica de extracto de giesta, administrando-se a ratos que tinham sido
sujeitos a condi¢des de stresse cronico, esse mesmo extracto. Foi possivel observar, que
a administragcdo deste extracto durante os periodos em que os ratos se encontravam em
stresse, proporcionava alteragdes metabolicas, indicando alguma influéncia nos sistemas
neurologico e endocrino. Conclui-se também, que este extracto possui actividade

ansiolitica mas ndo apresenta propriedades anti-depressivas [15].

Por outro lado, este estudo verificou que a administracdo de extracto de giesta
diminui os valores da superoxido dismutase e da catalase, que se encontravam alteradas
devido as condi¢des de stresse a que os ratos foram sujeitos e que leva a uma

diminui¢do do conteudo das substancias reactivas com o acido tiobarbiturico — medida
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indirecta da peroxidagao lipidica — em varios tecidos, o que permite uma atenuagao dos

efeitos adversos resultantes do stresse cronico e que leva a formacao de ROS [15].

O contetido fendlico da giesta pode contribuir para o efeito antioxidante
observado e principios activos como a flavona 6’’-O-acetil-escoparina, contribuem para

as propriedades antioxidantes deste arbusto [15].
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3. CONSTITUINTES ACTIVOS DAS PLANTAS

As plantas, como todos os organismos vivos, possuem numerosos constituintes de
natureza quimica bem definida, uns, normalmente presentes em todas as plantas, outros,
sobretudo os do metabolismo secundario, muitas vezes em pequenas quantidades,
podem pela sua presenca particular, caracterizar uma dada espécie ou género. Uma
planta adquire o estatuto de “medicinal” quando possui constituintes
farmacologicamente activos que conferem a essa planta a possibilidade de ser usada
directa ou indirectamente na terapéutica com beneficios para o tratamento ou preven¢ao
de uma dada patologia. Para além do ou dos constituintes activos, existem nas plantas
“medicinais” outros compostos que podem influenciar a ac¢cdo destes. Estes compostos
em muitos casos protegem os constituintes activos de alteracdes, nomeadamente
oxidacdes, hidrélises, isomerizagdes, etc., ao inibirem sistemas enzimaticos, ou podem
até permitir uma melhor absor¢do pelo organismo, ao facilitarem a passagem através
das membranas. Isto explica o facto de a ac¢do da planta ou de um extracto dessa tenha
muitas vezes maior actividade do que a mesma quantidade de um dado constituinte

activo isolado [6,16].

3.1. Constituintes do metabolismo primario

3.1.1. Glucidos

Fazem parte dos glacidos as oses (monossacaridos), os di-holosidos
(dissacaridos), os oligo-holosidos (moléculas com 3 a 10 oses), poli-holosidos
homogéneos (sacaridos com mais de 10 oses, dando por hidrdlise a mesma ose) e os
poli-holésidos heterogéneos (por hidrolise dao duas ou mais oses diferentes, podendo
estar associados a acidos uronicos, também denominados poliurdénidos). Deste grupo de
compostos fazem parte as gomas classicas, mais usadas em tecnologia farmacéutica, as

mucilagens e as substancias pépticas, estas ja com interesse na terapéutica [6,16].

3.1.2. Lipidos

Na base dos lipidos esta a existéncia de acidos gordos (acidos carboxilicos de

cadeia linear ou ramificada com quatro ou mais atomos de carbono geralmente em
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numero par, podendo ser saturados ou insaturados com 1, 2, 3 ou mais ligacdes duplas)
que se podem encontrar livres ou esterificando um alcool ou poliol, caso do glicerol.
Consideram-se provenientes do metabolismo primario, embora na formag¢ao dos acidos

gordos haja condensagao de moléculas de acetil-coenzima A [6,16].

3.1.3. Aminoacidos

Os aminodcidos, sdo moléculas que contém um grupo amina € um grupo
carboxilico. Conhecem-se mais de 300 aminoacidos vegetais, embora s6 cerca de 20
entrem na constituicdo das proteinas, polimeros compostos de dezenas a centenas de

aminoacidos [6,16].

3.2. Constituintes do metabolismo secundario obtidos via acetato e via
siquimato

3.2.1. Fendis, acidos fenolicos e seus derivados

Os fenois simples sdo bastante raros nas plantas, com excep¢ao dos derivados da
hidroquinona que existem em varias familias (nomeadamente na familia Ericaceae),
geralmente sob a forma de glucdsido de um difenol (arbutina ou arbutdsido) ou do seu
monometiléter (metilarbutina). Estes compostos estdo presentes nas folhas da urze [4,5]
e da uva-ursina [4-6,16], os quais por hidrolise originam hidroquinona, de actividade

anti-séptica, justificativa do seu emprego em infecg¢des urindrias [4-6,16].

Sao relativamente abundantes no reino vegetal os acidos fendlicos derivados do
acido benzodico e do acido cinamico, em especial os compostos hidroxilados, alguns
deles ligados a oses. Um acido fenolico derivado do acido salicilico, muito vulgar, € o
acido galico (Figura 6), um dos constituintes dos taninos que tem propriedades
adstringentes, por isso, usado por via externa em queimaduras e dermatoses, para além
de hemostatico. Os 4cidos fenodlicos derivados do acido cindmico, geralmente sob a
forma de heterdsidos fenilpropanoicos (Ce-Cs), mais difundidos na natureza, sdo o acido
p-cumarico, o acido cafeico, o acido fertlico e o acido sinaptico e outros acidos que sob

a forma de ésteres, vao ser encontrados em diversas plantas “medicinais™ [6,16].
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Figura 6: Estrutura quimica do Acido Galico [6].

Tradicionalmente, as plantas contendo estes compostos, sio empregues como
coleréticas e hipocolesteromiantes. Mais recentemente, estes compostos tém sido
estudados em relacao a actividade antioxidante. Nos ultimos anos tem-se verificado que
muitos ésteres heterosidicos de fenilpropandicos sdo inibidores enzimaticos,
particularmente da fosfodiesterase do AMP ciclico e da aldo-redutase, originando uma
certa inibicao sobre a formac¢ao de hidroperoxidos e leucotrienos, o que justifica a ac¢do

benéfica de certos farmacos no caso das doengas inflamatorias [6,16].

3.2.1.1. Determinacio laboratorial dos fendis totais e polifendis

A quantificagdo espectrofotométrica de compostos fenolicos ¢ realizada através
de diversas técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as
mais extensivamente utilizadas. Este reagente consiste numa mistura dos 4acidos
fosfomolibdico e fosfotingstico (designados em conjunto por &cido fosfomolibdico-
tangstico) [17,18], no qual o molibdénio e o tungsténio se encontram no estado de
oxidacdo +6 (com a cor amarela), porém, na presenca de certos agentes redutores, como
os compostos fenodlicos, e em meio alcalino, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidagdo dos metais estd entre 5 e 6 e
cuja coloragdo permite a medicdo colorimétrica e a determinacdo da concentragdo das
substancias redutoras, que ndo precisam necessariamente de possuir natureza fendlica
[19,20]. Estes pigmentos azuis t€ém uma absor¢do maxima que depende da qualidade
e/ou composi¢do quantitativa das misturas de fenois e do pH das solugdes, usualmente

obtido adicionando carbonato de sodio [20].

Apesar do método do reagente de Folin-Ciocalteu ser amplamente utilizado na

determinag¢do dos fenodis totais em diferentes tipos de amostras, apresenta algumas
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limitagdes, visto que mede a capacidade redutora total de uma amostra. Esta
determinagdo correlaciona-se com a capacidade redutora e antioxidante dos compostos
fenolicos. A dissociacdo do protdo dos fenois leva a formagao do anido fenolato, que ¢é
capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu. Assim sendo, este método ndo ¢
especifico para compostos fenolicos. Muitos compostos nao-fendlicos, presentes em

frutas e plantas, principalmente o &cido ascorbico e os sacaridos, podem reduzir o

reagente de Folin-Ciocalteu [17,19,20].

3.2.2. Flavonoides

Neste grupo de constituintes poder-se-ao referir os compostos com uma origem
biogenética comum e com o mesmo elemento estrutural de base, o 2-fenilcromano, isto
¢, um dos pigmentos dos vegetais mais vulgares, os flavondides amarelos (chauconas,
auronas e flavonois amarelos) e as antocianinas vermelhas, azuis ou violetas. Cerca de
80 % dos flavonodides incluem as flavonas, os flavonodis e as flavononas encontrando-se
normalmente sob uma forma osidica. Sao exemplos de flavonas a apigenina e a
luteolina; dos flavonois, o campferol e a quercetina; e das flavononas, a naringerina

[6,16].

De um modo geral, os flavondides sdo compostos capazes de diminuir a
permeabilidade capilar e reforcar a sua resisténcia, com marcada acc¢ao anti-inflamatoria
e actividade antioxidante relacionada com a inibi¢do de varios sistemas enzimaticos
(hialuronidase, catecol-O-metiltransferase, fosfodiesterase do AMP ciclico, aldose

reductase), facto comprovado in vitro [6,16].

Um aspecto toxicoldgico a destacar diz respeito a ac¢do mutagénica que 0s
flavonoides livres manifestam, mas ndo os glucosidos, sendo referido que a quercetina ¢
provavelmente o flavonoide de maiores propriedades mutagénicas, embora a existéncia
de grupos “metoxi” originem uma marcada reducao dessas propriedades. No sentido de
se poderem conhecer os possiveis efeitos carcinogénicos da quercetina, os ensaios
realizados tém sido controversos: ensaios em ratos foram positivos; outros ensaios, que

incluiram ratinhos e hamsters, foram negativos [6,16].

Os antocianosidos, os heterosidos das antocianinas, coram habitualmente as

flores e frutos. Em meio acido, estdo sob a forma catidnica, possuindo sempre um
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hidroxilo em C; para além de outros hidroxilos que podem estar livres, eterificados com
metanol ou ligados a uma ose, com um hidroxilo em Cs, C7 ou Cyq, livre, o que permite a
formagdo de estruturas quinonicas coradas. Os antocianésidos diminuem a
permeabilidade capilar, particularmente dos capilares venosos, aumentando a sua
resisténcia. Dai a sua ac¢do antiedematosa e o aumento da regeneragdo da purpura

retiniana [6,11].

Os flavonodides absorvem radiacdo electromagnética na faixa do ultravioleta e do
visivel e desta maneira desempenham um papel fundamental de defesa das plantas das
radiacoes ultravioletas da luz solar. Estes compostos desempenham também um papel
importante na saide humana. Como estdo presentes em todas as plantas, acabam por
fazer parte da dieta do Homem. Os flavondides tém acg¢do antioxidante, minimizando a

peroxidacado lipidica e o efeito dos radicais livres [21].

3.2.2.1. Determinacao laboratorial dos flavondides totais

A dosagem dos flavonoides ¢ dificil de efectuar devido ao diferente
comportamento dos heterdsidos e dos constituintes agliconicos; além disso ndo existe
um método eficaz na eliminacdo de outras substincias de natureza quimica diferente,
que em geral acompanham os flavondides, e que podem interferir nos métodos de
dosagem. Nao se conhecem técnicas capazes de dosear em conjunto os diversos
flavondides contidos na mesma planta; muitas vezes adaptam-se a grupos mais ou
menos amplos de constituintes que revelam igual comportamento. Os métodos fisico-
quimicos utilizados sdo colorimétricos, fluorimétricos, espectrofotométricos,
cromatograficos e polarograficos. O problema inicial provém da dificuldade de isolar os
derivados flavonicos das matérias-primas vegetais na sua totalidade e num estado de

pureza conveniente para tal efeito [11].

Um processo usado nos métodos quantitativos consiste em precipitar os
flavondides com cloreto de aluminio (AICl3) em meio alcalinizado. Este precipitado,
adquire cor, sendo assim possivel, a dosagem colorimétrica. Os compostos flavonicos
em presenca do cloreto de aluminio possuem uma fluorescéncia amarela intensa,
quando observados no ultravioleta [11,17]. A utilizacdo de cloreto de aluminio na
analise da presenca de alguns compostos quimicos foi pela primeira vez empregue para

as antocianinas. Actualmente ¢ um método amplamente aceite e utilizado para a
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determinagdo de flavondides. Neste método, o catido aluminio forma complexos
estaveis com os flavonoides (em solugdo metandlica) (Figura 7), ocorrendo na andlise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma
intensificagdo da absor¢do. Assim, € possivel determinar a quantidade de flavondides,
evitando-se as interferéncias de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos
fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavonodides nos tecidos vegetais. O
complexo flavondide-aluminio formado, absorve num comprimento de onda superior ao
do flavondide sem a presenca do agente complexante (AICls). Os acidos fenolicos,
mesmo os que formam complexos com o cloreto de aluminio, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se deste modo, interferéncias nas

leituras das absorvancias [21].
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Figura 7: Formacdo do complexo flavonoide-aluminio, em solu¢do metandlica, com cloreto de

aluminio [21].

A utilizacdo do cloreto de aluminio na determinagao da quantidade de
flavondides totais ndo €, no entanto, um procedimento isento de limitagdes. O método €
preciso, isto €, ¢ um método reprodutivel, fornecendo desvios muito pequenos ou quase
nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, pode ser pouco
exacto, ou seja, o valor que fornece pode ser diferente (geralmente inferior) em relagdo
a quantidade de flavondides totais realmente presentes na amostra analisada. O valor
medido e o valor real sdo tanto mais proéximos entre si quanto maior a proporc¢ao de
flavondis na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a propor¢ao de flavonas. Isto
porque, o comprimento de onda seleccionado (415 nm — 425 nm) corresponde a banda
de absor¢do do complexo quercetina-aluminio. Os complexos de outros flavondis com

aluminio absorvem bem proximo da banda 415 nm — 425 nm, mas os complexos
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derivados de flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que causa uma

sub-estimativa nas determinagdes de misturas muito ricas em flavonas [21].

3.2.3. Isoflavonodides

Os 1isoflavondides ao contrario dos flavonoides, tém na natureza uma
distribuicdo muito restrita, aparecendo praticamente apenas na familia das Febaceas.
Das diferentes estruturas existentes nos isoflavondides, interessam a terapéutica as
isoflavonas e os cumestanos, pelas propriedades estrogénicas que manifestam ao se

ligarem aos receptores estrogénicos [6,16].

3.2.4. Taninos

Os taninos sdo substancias de natureza fenolica, hidrossoluveis, mas capazes de
formarem complexos insoliiveis com os alcaldides e com as proteinas. As propriedades
adstringentes e de inibi¢do do desenvolvimento de fungos e de bactérias estd na base do
seu emprego na terapéutica. Distinguem-se habitualmente dois grandes grupos: o dos
taninos hidrolisaveis (taninos galicos, dando por hidrdlise para além da ose, acido gélico
e taninos elagicos que, por hidrolise dao acido elagico) e o dos taninos condensados,
também designados proantocianidinas. Proantocianidinas ¢ uma designagdo alternativa
a de taninos condensados pelo facto de estes compostos darem origem a antocianidinas
apods tratamento, a quente, com um acido mineral. Estruturalmente, as proantocianidinas
caracterizam-se como oligdbmeros ou polimeros de catequinas monoméricas (3-
flavonois) e de leucoantocianidinas (3,4-flavonodidis) que sdo biossintetizadas pela via

mista do siquimato-acetato/malonato [6,16].

As procianidinas na maior parte dos casos sdo formadas por moléculas de

catequina e de epicatequina unidas por ligacdo carbono-carbono [6,16].

Em medicina, os taninos sdo usados no tratamento de diarreias, como anti-
inflamatorios, anti-sépticos e hemostaticos. Visto terem a propriedade de precipitarem
alcaldides (excepto a morfina) e metais pesados, podem ser empregues como antidoto
nos envenenamentos com estes compostos. Supde-se que os taninos actuem segundo
mecanismos relacionados, pelo menos em parte, com as caracteristicas comuns aos

taninos hidrolisaveis e condensados: actividade antioxidante e sequestradora de radicais
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livres e capacidade de complexar macromoléculas de natureza proteica (enzimas
digestivas, proteinas fungicas ou virais) ou polissacarida e ides metalicos. Alguns
ensaios in vitro sugerem que estes compostos intervém na modulagdo de processos
envolvidos na divisao e proliferagdo celular, na coagulacdo, na inflamacgao e na resposta
imunologica. Por via externa, os taninos, através da complexacgdo tanino-proteina e/ou
polissacéarido, impermeabilizam as camadas mais externas da pele e das mucosas. Desta
forma, limitam a perda de fluidos e impedem as agressdes externas, favorecendo a
regeneragao dos tecidos e, consequentemente, a cura de feridas, queimaduras e
inflamacgdes. Por via interna, admite-se que um mecanismo idéntico contribua para a

accdo anti-ulcerosa sobre a mucosa gastrica [6,16]

Quanto a actividade anti-microbiana dos taninos, ela tem sido fundamentada em

trés hipoteses [6]:

— Modificagdo do metabolismo microbiano por accdo dos taninos sobre as
membranas celulares de bactérias e de fungos;

— Inibi¢do das enzimas microbianas e/ou complexagcdo com os substratos dessas
enzimas;

— Decréscimo de i0es essenciais a0 metabolismo das bactérias e fungos devido a

complexagdo desses ides com o0s taninos.

Estudos recentes tém demonstrado que os taninos actuam como captadores de
radicais livres e como antioxidantes, facto que tem atraido o interesse cientifico quanto
ao desenvolvimento e a verificagdo da eficacia de novos produtos farmacéuticos a base

de extractos de plantas contendo particularmente proantocianidinas [6,16].

3.2.5. Antraquinonas

O nome antraquinona deriva da presenc¢a de um grupo carbonilo no anel central
do esqueleto do antraceno (composto com trés anéis benzénicos). Embora nem todos os
compostos antraquinonicos sejam quinonas. Pois os senosidos sdo diantronas, isto &,
formados por duas unidades quindnicas reunidas, cada, com o seu grupo carbonilo. Em
linhas gerais, os derivados antraquinénicos exercem uma ac¢ao laxativa ou purgativa,
conforme a dose, que se faz sentir entre 10 a 12 horas apds a ingestdo. Os heterodsidos,

ao atingirem o c6lon, sdo hidrolisados pelas enzimas da flora bacteriana, indo as geninas
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actuar sobre as terminacdes nervosas da parede intestinal, com o que diminui a

reabsorcao da 4gua e se d4 uma estimulacdo do peristaltismo intestinal [6,16].

3.3. Alcaldides

Os alcaldides sdo compostos existentes nos materiais vegetais, dotados de
actividade farmacologica importante, mas também, de um modo geral, de elevada
toxicidade. Tém na sua estrutura, para além dos elementos basicos das substancias
organicas, carbono e oxigénio, também, na maioria dos casos, oxigénio e, sempre, um
ou mais dtomos de azoto que conferem a molécula propriedades bésicas. A basicidade é
explicada pelo caracter insaturado do 4tomo de azoto, pois, dos cinco electrdes
planetérios desse atomo, trés estdo ligados a atomos de hidrogénio e a radicais, estando
os outros dois em condi¢des de captar protdes, pelo que formam sais com acidos. Os
alcaldides raramente apresentam massas moleculares elevadas. Possuem um carécter
lipofilo muito acentuado, pelo que sdo soliveis nos solventes organicos e no alcool de
elevada graduacdo. Quando reagem com os acidos originam sais que passam a ser
soluveis na agua ou nas solucdes hidroalcodlicas. A presenga de oxigénio na maioria
dos alcaldides confere-lhes propriedades particulares. Os oxigenados cristalizam
facilmente, sdo inodoros e nao volateis, sendo normalmente incolores, com excepgao de
um pequeno numero que sdo corados. Ja os que ndo possuem oxigénio sao liquidos,
odoriferos e volateis (por exemplo a esparteina). Aqueles que possuem massas

moleculares pequenas e percentagem de oxigénio baixa sdo liquidos ou cristalizam

dificilmente [6,16].

Quanto a sua origem biogenética, os precursores mais importantes sdo o0s
aminodacidos; no entanto, conhecem-se numerosos alcaldides que derivam de terpenos e
de esterdis. Frequentemente, a biossintese resulta da combinacdo de produtos

provenientes de duas ou mais vias anabolicas [6,16].
Os alcaloides tém numerosas ac¢des farmacologicas [6]:

— A nivel do sistema nervoso autonomo: como simpaticomimética (efedrina de
Efedra spp.), simpaticolitica (ioimbina de Pausinystalia yohimbe ¢ alguns
alcaldides da cravagem do centeio), anticolinérgica (atropina e hiosciamina de

Solandceas  midriaticas),  ganglioplégica  (nicotina do  tabaco) e
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parassimpaticomimética (eserina da fava do Calabar, o Physostigma venenosum,
pilocarpina de Pilocarpus spp.);

A nivel do sistema nervoso central: como depressor (morfina do 6pio, a
escopolamina das Solaniceas midridticas), como estimulante (estricnina de
espécies do género Strychnos, a cafeina do café, do ché, do guarana e do mate);
Amebicida (emetina da ipecacuanha — Cephaelis ipecacuanha);

Analgésica e ansiolitica (alcaldides da papoila da Califérnia — Eschscholtzia
californica);

Anestésica local (cocaina da coca — Eritroxylon coca);

Antiarritmica (esparteina da giesta — Cytisus scoparius);

Antifibrilante (quinidina da quina — Cinchona sps.);

Antipaludica (quinina da quina);

Antitassica (codeina do 6pio);

Antitumoral (vinblastina da vinca — Catharanthus roseus);

Diurética (teotrombina do cacau — Theobroma cacao);

Hipotensora (reserpina da rauvoélfia — Rauwolfia serpentina).
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4. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

Enquanto as reacgdes acido-base podem ser caracterizadas como processos de
transferéncia de protdes, as reaccdes designadas por oxidacdo-redugdo (ou redox) sdo
consideradas reac¢des de transferéncia de electrdes. Uma reacg¢do que envolva a perda
de electrdes ¢ denominada reac¢ao de oxidagdo. O termo “oxidacao” foi originalmente
utilizado pelos quimicos para representar combinagdes de elementos com o oxigénio.
No entanto, tem agora um significado mais amplo que inclui reaccdes que nado
envolvem o oxigénio. Uma reac¢do que envolva ganho de electrdes ¢ denominada por
reaccdo de reduc¢do. Quando um elemento ¢ oxidado, diz-se que actua como agente
redutor, visto que doa electrdes a uma outra substancia, causando a sua reducao.
Quando, pelo contrario, um elemento ¢ reduzido, actua como agente oxidante porque

aceita electroes, causando a sua oxidagao [22].

4.1. Radicais Livres

O termo ROS inclui radicais de oxigénio e um numero de espécies relacionadas
com a producdo de radicais livres. Os radicais livres podem ser produzidos
enzimaticamente (em reacc¢des redox de cadeia de transporte de electrdes — mitocondria,
reticulo endoplasmatico e membrana celular e plasmatica — e como intermediario
durante a desintoxicag¢do de drogas, na sintese de prostaglandinas e durante a activagao
de leucécitos e plaquetas), por causas ambientais (como a luz ou radiacdo ultravioleta
ou ionizante) e por processos ndo enzimaticos (através da auto-oxidacdo de muitas
substancias — 4cidos gordos polinsaturados (PUFAs), hemoglobina, mioglobina,
catecolaminas — que pode ser estimulada por ides metalicos com capacidade redox —
ferro e cobre — radiacdo ionizante ou ultravioleta e por corantes fotoactivados ou

pigmentos) [23-25].

A inicia¢do do processo oxidativo por radicais livres ndo estd ainda clarificada,

,

sendo o radical hidroxilo (HO") e o radical peroxinitrilo (NO;") os radicais iniciadores. E

também atribuido um papel importante ao radical anido superdxido (O,") devido a
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possibilidade de gerar o radical hidroxilo, muito reactivo através da reaccdo de Haber-

Weiss:
H,0, + 02._ — OH +HO  + O,

Esta reac¢do ocorre apenas na presenca de um metal de transicdo (normalmente
o ferro) que € reduzido pelo O, e reage com o perdxido de hidrogénio (H,O,) numa

reacgdo tipo Fenton:
02._ + FC3+ —> 02 + F62+
H,0, + Fe*" — OH + HO™ + Fe’*

Uma vez formadas, as ROS passam para a microcirculagdo, e devido a sua alta
reactividade, vao actuar a nivel das diferentes estruturas celulares (proteinas e DNA) e

também a nivel da membrana celular (lipidos polinsaturados) [23-25].

Quando se verifica um desequilibrio entre a formagdo de espécies reactivas de
oxigénio/radicais livres e as defesas antioxidantes/mecanismos de reparacdo do

organismo existe stresse oxidativo, que pode estar associado a doenga [23].

4.1.1. Peroxidaciao Lipidica

A peroxidagdo lipidica tem uma importancia relevante por constituir um
processo em cadeia, isto ¢, em que a formagdo de um radical lipidico desencadeia a
propagacdo do processo peroxidativo. Na peroxidagdo lipidica formam-se diversos
produtos reactivos nomeadamente radicais lipidicos e aldeido maldnico. Estes produtos
finais, para além de actuarem directamente sobre outros componentes da membrana
celular, podem infiltrar-se na corrente sanguinea aumentando os niveis no sangue € no
plasma. Este aumento ¢ indicador da ocorréncia de danos nas membranas celulares de
orgdos ou tecidos, que podem ser responsaveis pelo desencadear de diversos processos

patologicos [23-25].

4.1.2. Oxidacao de Proteinas

A alteracdo das propriedades das proteinas, ¢ a formacdo de perdxidos de

aminoacidos podem levar a degradacdo das proteinas, por fragmentagdo e formagdo de
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ligagcdes cruzadas (cross-linking), o que pode resultar na sua polimerizagdo e
inactivagdo, especificamente em proteinas que contém grupos sulfidricos (-SH) e grupos
aromaticos. A oxidagdo de proteinas provoca ainda alteragdo da sua estrutura terciaria
que leva a agregacao proteica e formacao de amiloide. A oxidagdo de aminoacidos por
radicais livres induz alteracdo na actividade enzimatica, havendo também um

comprometimento do potencial antioxidante de células e tecidos [23-25].

4.1.3. Oxida¢iao de DNA

Os danos no DNA sdo dos processos mais importantes resultantes da ocorréncia
do processo peroxidativo in vivo. A alteragdo do DNA por danos oxidativos ¢ uma das
principais causas responsaveis pelo desencadear da carcinogénese, quer por activagao

de proto-oncogenes, quer por inactivagdo de genes supressores de tumores [23-25].

A inibicdo da programagdo da morte celular, a apoptose, podera também estar
associada com a oncogénese e com alteragdes ao nivel do DNA e podera surgir em
consequéncia da ac¢do de radicais livres que levam ao aumento da concentracdo de

calcio citoplasmatico [23-25].

4.2. Antioxidantes

Definem-se ‘“antioxidantes” como quaisquer substdncias que, presentes em
concentragdes relativamente baixas (comparadas com as dos substratos), impedem ou

retardam significativamente a oxidacao de substratos oxidaveis [23-25].

4.2.1. Sistemas Antioxidantes

O organismo possui mecanismos de controlo de produ¢do de ROS e mecanismos
para limitar e reparar os danos tecidulares. O sistema antioxidante integrado

compreende varios componentes [23-25]:

— Antioxidantes que previnem a formacdo de ROS (ceruloplasmina - Cu,
metalotionina - Cu, albumina - Cu, tranferrina - Fe, ferritina - Fe e mioglobina -

Fe);
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— Antioxidantes que removem ROS, prevenindo assim reacgdes em cadeia:
enzimas (superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase,
catalase, metaloenzimas), moléculas pequenas (glutationa, ascorbato ou vitamina
C, tocoferol ou vitamina E, bilirrubina, acido trico, carotenoides ¢ flavonodides);

— Enzimas de reparagdo (reparam e removem biomoléculas). Estas incluem

enzimas reparadoras de DNA, metionina sulféxido redutase.

Contudo, a maior defesa antioxidante primdria intracelular ¢ atribuida a

superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase [23-25].

4.3. Relacao entre stresse oxidativo e patologias

Sabe-se que o stresse oxidativo estd directamente relacionado com um grande
nimero de patologias, nomeadamente o cancro (uma vez que os radicais livres tém
actividade de iniciag¢@o e promogao — as duas fases fundamentais de desenvolvimento do
cancro), as doengas cardiovasculares (o excesso de radicais livres pode iniciar a
aterosclerose por danos nas paredes dos vasos sanguineos), a diabetes mellitus (os
radicais livres contribuem para a destruigdo das células dos ilhéus pancreédticos na
diabetes mellitus dependente de insulina), as doencas inflamatorias (os radicais livres
podem actuar indirectamente como mensageiros celulares e desencadear uma resposta
inflamatoria), a infertilidade (os radicais livres iniciam a peroxidagdo lipidica e a
acumulagdo de perdxidos nas membranas dos espermatozoides, causando uma redugao
na mobilidade e viabilidade dos mesmos), as cataratas (os radicais superoxido e
hidroxilo lesam as proteinas e os lipidos das membranas celulares, que se depositam na
superficie do cristalino causando opacidade), o envelhecimento (que se deve a produgdo
de reac¢des de radicais livres na mitocondria que se acumulam com a idade), as doencgas
neuroldgicas (o cérebro, rico em 4cidos gordos polinsaturados e ferro e pobre em
antioxidantes, rodeado pelo fluido cerebrospinal, tem pouca ou nenhuma capacidade de
quelar o ferro), doencas hepaticas (niveis elevados de acidos gordos de cadeia curta
aumentam a captagado de ferro pelos hepatdcitos, aumentando a produgdo de peroxido de
hidrogénio e radicais livre), as doengas pulmonares (os radicais livres de oxigénio e
outros produtos toxicos formados pelas proprias células pulmonares e pela actividade

neutrofilica, que se acumulam nos pulmdes quando o oxigénio puro ¢ respirado, podem
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contribuir possivelmente para o dano oxidativo), entre muitas outras condigdes

patologicas [23-25].

4.4. Métodos de determinacao laboratorial da actividade antioxidante

Os métodos para avaliar o comportamento antioxidante podem ser agrupados em
duas categorias, que reflectem a importancia da actividade antioxidante nos alimentos
ou a bioactividade em humanos. No caso dos sistemas alimentares, a necessidade
consiste em avaliar a eficacia dos antioxidantes em fornecer uma protec¢do para os
alimentos contra a deterioracdo oxidativa. Uma subcategoria envolve a medi¢do da
actividade antioxidante em alimentos, particularmente frutas, vegetais e bebidas, mas
com o objectivo de determinar a carga de antioxidantes na dieta e a sua actividade

antioxidante in vivo [26].

Os antioxidantes podem actuar por varios mecanismos, como sequestrando os
radicais livres, decompondo os peroxidos e quelando os ides metéalicos. Assim sendo, a
actividade antioxidante deve ser medida e avaliada por varios métodos que contemplem

diferentes mecanismos quimicos de actividade antioxidante [27].

De acordo com as reacgdes quimicas usadas, os métodos de determinacdo da
actividade antioxidante podem ser agrupados em duas classes: transferéncia de atomos
de hidrogénio (HAT) e transferéncia de electrdes (ET). Os métodos HAT medem a
capacidade de um antioxidante em inactivar os radicais livres por doagdo de dtomos de
hidrogénio. Os métodos ET medem a capacidade de um potencial antioxidante em

transferir um electrdo para os radicais reduzidos, metais ou carbonilos [27].

Um dos problemas na determinagdo da actividade antioxidante € que esta € variavel
em fun¢do do método utilizado. Mas sabe-se que um mecanismo antioxidante nas
diversas matrizes bioldgicas ¢ muito complexo e muitos outros factores podem intervir
nesse mecanismo. Perante esta complexidade, apenas um método de determinacio da
actividade antioxidante ndo ¢ suficiente para se chegar a uma conclusdo, logo, sdo
aplicados diferentes métodos e sdo determinadas diferentes propriedades e

caracteristicas [27].
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4.4.1. Determinacio da actividade antioxidante pelo método do DPPH

O método do DPPH baseia-se no estudo da actividade sequestradora do radical
livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Figura 8), de colora¢do purpura que
absorve a um determinado comprimento de onda (515 nm — 517 nm). Por ac¢do de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH ¢ reduzido formando difenil-
picril-hidrazina (Figura 9), de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da
absor¢do, podendo a mesma ser monitorizada pelo decréscimo da absorvancia. A partir
dos resultados obtidos determina-se a percentagem de actividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a percentagem de DPPH remanescente no meio

reaccional [19,26]. 0N
2

-N NCs
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Figura 8: Estrutura quimica do radical livre DPPH [28].

A percentagem de actividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH
consumido pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50 % denomina-se por concentracdo
eficiente (ECsp), também chamada por concentragdo inibitéria (ICsp). O tempo
necessario para atingir o estado estacionario a concentracao eficiente (ECsy), isto €, o
tempo necessario para que a concentragdo inicial de DPPH decresca 50 % ¢ designado
por tempo eficiente (Tgcsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra,

menor serd a sua ECsy € maior a sua actividade antioxidante [19,26].

e

L0
) i
1 + RH —— o ::" No, *+ Re
No,

OsN NO;

NO;

Figura 9: Reaccdo entre o DPPH e a substancia antioxidante dadora de um atomo de hidrogénio

[29].
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Este método baseia-se, no fundo, na capacidade do DPPH reagir com

substancias dadoras de hidrogénio, incluindo compostos fendlicos [30].

A estequiometria da reaccdo do DPPH com um composto antioxidante pode ser

descrita pelas seguintes equagdes [18,31]:
DPPH’ + antioxidante + H — DPPH (H) + R" (1)
DPPH(H) + R’ — DPPH’ + antioxidante + H' (2)
DPPH’ + R" — produto
R’ + R’ — produto
R’ + R’ — produto + antioxidante

(1) Envolve a abstrac¢do de hidrogénio do antioxidante presente na sua forma
protonada, ou transferéncia electronica entre o DPPH e o antioxidante, ligada
a captura de um protdo, sendo esta hipotese a mais provavel;

(2) Tem em conta a reversibilidade do passo inicial (1).

4.4.2. Determinacio da actividade antioxidante pelo sistema -

caroteno/acido linoleico

O sistema [-caroteno/acido linoleico, que consiste na descoloragdo (oxidagao)
do PB-caroteno induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoleico,
estima a habilidade relativa de compostos antioxidantes presentes em extractos de
plantas de sequestrar o radical peroxido do acido linoleico (LOO), que oxida o PB-
caroteno presente na emulsdo. Este método tem sido amplamente utilizado, com
diferentes meios de extraccdo dos antioxidantes, para avaliagdo da actividade
antioxidante de matrizes alimentares. Como ndo ocorre a altas temperaturas, permite a
determinagdo do poder antioxidante de compostos termolabeis e a avaliacdo qualitativa

da eficacia antioxidante de extractos vegetais [32].

O mecanismo do branqueamento do f-caroteno ¢ um fendmeno mediado por
radicais hidroperdxido resultantes da oxidacao, pelo ar, do 4cido linoleico. A actividade
antioxidante dos carotendides ¢ baseada na formagdo de aductos radicalares de

carotendides com os radicais livres formados pelo 4cido linoleico. O radical livre do
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acido linoleico, formado apds a abstraccao de um atomo de hidrogénio de um dos seus
grupos metileno-dialilicos, ataca as moléculas do B-caroteno altamente insaturadas.
Assim que as moléculas do B-caroteno perdem as suas ligacdes duplas pela oxidacao,
neste sistema modelo, na auséncia de antioxidantes, o composto perde o seu cromoforo
e a sua cor-de-laranja  caracteristica, que pode ser  monitorizada

espectrofotometricamente [33].

A comparagdo da actividade antioxidante tem que ter em consideragdo o
solvente utilizado para a extrac¢do dos compostos, a concentragdo do extracto e as
condi¢des do método analitico escolhido. A eficacia dos varios compostos na protec¢ao
dos sistemas lipidicos deve ser comparada na mesma concentracdo molar a padrdes
puros, como o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o tocoferol, entre outros. Além do aspecto
comparativo, a medida do padrdo para cada ensaio realizado ¢ importante para assegurar

a repetibilidade do teste [32].

4.5. Relacao entre compostos fendlicos, flavondides e actividade antioxidante

Recentemente, ha um aumento no interesse em antioxidantes naturalmente
encontrados em frutos e plantas para uso em fitoterapia, a fim de substituir os
antioxidantes sintéticos, os quais tém uso restrito devido aos seus efeitos colaterais, tais
como a carcinogenecidade. Além disso, os antioxidantes naturais possuem a capacidade
de melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos, e proporcionar, ainda,
beneficios adicionais a saide dos consumidores. Embora as evidéncias sejam claras
sobre a acgdo in vitro dos fendis e polifenodis contra as ROS, eles podem, em algumas
circunstancias, tal como o ascorbato e os carotendides, mostrarem caracteristicas pro-

oxidantes [34-36].

Na industria alimentar, a oxidagdo lipidica ¢ inibida por sequestradores de radicais
livres. Os compostos mais utilizados com esta finalidade sdao o butil-hidroxi-anisol
(BHA), BHT, terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-butil-fenona (THBF) e
galato de propilo (GP). Estudos tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes
apresentarem alguns efeitos toxicos. O galato de propilo, por exemplo, quando em
presenga de peroxido de hidrogénio reage com ides ferrosos formando ROS, as quais
podem posteriormente atacar alvos bioldgicos. Em fun¢do dos possiveis problemas

provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no
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sentido de encontrar produtos naturais com actividade antioxidante, os quais permitirdo

substituir os sintéticos ou fazer associacao entre eles [36-38].

Os compostos activos mais comummente encontrados nas frutas, hortalicas e plantas
sdo as substancias fenolicas, as quais sdo conhecidas como potentes antioxidantes e
antagonistas naturais de agentes patogénicos. Estas substancias encontram-se nos
vegetais na forma livre ou ligadas a acticares e proteinas. Como antioxidantes naturais,
além de serem compostos alternativos com finalidade de evitar a deteriora¢dao oxidativa
dos alimentos, também podem exercer um importante papel fisiolégico, minimizando os
danos oxidativos no organismo animal. Ha evidéncias de que os compostos fenolicos
encontrados em uvas e vinhos tintos podem inibir a oxidagao in vitro das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) humanas, assim como ¢ possivel a sua utilizagdo na
prevengdo de aterosclerose [19]. A actividade antioxidante dos compostos fendlicos
deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagcdo ou sequestro de
radicais livres e quelagdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo
como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela ac¢do de
antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substiancias. Os compostos fendlicos podem
actuar como agentes redutores, dadores de atomos de hidrogénio, neutralizadores de
oxigénio singleto e quelantes de metais demonstrando diferentes actividades biologicas,
tais como: actividade anti-bacteriana, anti-carcinogénica, anti-inflamatdria, anti-viral,

anti-alérgica, estrogénica e estimuladora do sistema imunitario [38-41].

Estudos tém demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na
redugdo do cancro, e evidéncias epidemiologicas demonstram correlagdo inversa entre
doencas cardiovasculares e consumo de alimentos, fonte de substancias fenolicas,

possivelmente pelas suas propriedades antioxidantes [41-43].

Os flavonodides sao um grupo de compostos polifendlicos conhecidos pelas suas
propriedades que incluem, sequestracdo ou quelacdo de radicais livres, inibicdo de
enzimas hidroliticas e oxidativas e actividade anti-inflamatéria. Evidéncias
experimentais, sugerem que estas propriedades se relacionam com actividade

antioxidante dos flavonoides [43-45].
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Estudos demonstram uma grande correlacao linear entre o contetido de compostos
fenolicos numa determinada amostra e a sua actividade antioxidante relacionada com a
capacidade sequestradora de radicais livres, assim como boas correlagdes positivas entre
o conteudo de flavondides de uma amostra e a respectiva actividade antioxidante [43-

45].
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5.ACTIVIDADE ANTI-MICROBIANA
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5. ACTIVIDADE ANTI-MICROBIANA

As moléculas produzidas por microrganismos (Penicillium spp., Streptomyces spp.,
entre outros) com propriedades anti-microbianas contra outros microrganismos, Sao
designadas por antibioticos, e as moléculas de sintese quimica com idénticas
propriedades sdo os quimioterdpicos. Actualmente da-se a designagdo genérica de

antibioticos a todos os farmacos com ac¢ao anti-microbiana [46].

A quimioterapia comecou em 1935 com a utilizagdo do corante Prontosil no
tratamento das infecgdes estreptococicas. A cedéncia no organismo de sulfanilamida a
partir do Prontosil constituiu a premuni¢do da era das sulfonamidas em Medicina. Com
a descoberta da penicilina por A. Fleming, em 1945, da-se inicio a era da antibioterapia.
A penicilina sendo um antibiotico inibidor da biossintese do peptidoglicano, molécula
tipicamente procariota, praticamente nao apresenta efeitos prejudiciais para o Homem.
Mais tarde ¢ descoberta a estreptomicina, dando-se inicio a era dos antibioticos

inibidores da sintese proteica [46].

A primeira descri¢do de resisténcia bacteriana a antibioticos deve-se a Abraham e
Chain, em 1940, com o aparecimento de estirpes de S. aureus produtoras de
penicilinases, enzimas que inactivam por hidrdlise as penicilinas. Em 1950 surgem no
Japao estirpes de Shigella resistentes as sulfonamidas e, em 1952, estirpes co-resistentes
as sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina. A resisténcia microbiana aos diversos
grupos de anti-microbianos tem vindo a aumentar ao longo dos anos, sobretudo nos
ambientes hospitalares com o acréscimo de morbilidade e mortalidade nas infecgdes.
Por este motivo, surge o interesse na pesquisa de novos compostos de origem
natural/vegetal que tenham propriedades anti-microbianas e que possam ser usados em

humanos como alternativa aos antibioticos tradicionais [46].

Por outro lado, como uma grande variedade de microrganismos pode levar a uma
deterioracdo dos alimentos, sendo a intoxicagdo alimentar um problema para os
consumidores e para a industria alimentar, alguns produtos quimicos sintéticos sao
utilizados para controlar o crescimento microbiano e reduzir a incidéncia de
deterioragdo dos alimentos e consequentes intoxicacdes alimentares. Embora estes

conservantes sintéticos sejam eficazes, podem ser prejudiciais para a saude humana
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causando preocupagao nos consumidores, logo tem sido crescente o interesse na procura
de novas substancias anti-microbianas a partir de fontes naturais, como plantas, para
reduzir a aplicagdo de agentes anti-microbianos sintéticos na conservagdo dos
alimentos. Extractos brutos de especiarias, ervas e plantas medicinais, ricos em
compostos fendlicos sdo cada vez mais importantes na preservagao dos alimentos

devido a sua actividade anti-microbiana [47].

5.1. Microrganismos procariotas

Os microrganismos procaridticos t€ém uma organizagao celular bastante simples. As
bactérias, prototipo dos procariotas, apresentam uma grande diversidade morfologica,
tendo a sua maioria uma de duas formas: esférica (coco) ou em bastonete (bacilo). A
maioria das bactérias, apos a replicagdo do seu material genético dividem-se por cisdo
binaria e, de acordo com os planos da divisdo celular, podem apresentar diversos
agrupamentos. Os cocos podem agrupar-se aos pares (diplococos), em cadeia
(estreptococos), em cacho (estafilococos) ou em tétradas. Os bacilos aparecem
geralmente isolados, aos pares ou em cadeias curtas. Existem ainda outras formas
bacterianas demonstrando o pleomorfismo do mundo bacteriano, nomeadamente bacilos

encurvados (vibrides), fusiformes e ondulados ou espirilados [46].

O tamanho da célula bacteriana também ¢é muito heterogéneo exibindo alguns
membros do Género Mycoplasma 100 — 200 nm de didmetro e as células de E. coli 1,1 —
1,5 um de comprimento. As bactérias (excepto Mycoplasma formas L e haldfilos)
possuem parede celular. De um modo geral, as bactérias desenvolvem-se em ambientes
hipotonicos e dada a fragilidade da membrana citoplasmatica ocorreria lise celular se
nao fosse a presenca de uma parede celular rigida. Esta estrutura constitui, portanto,
uma protec¢do mecénica eficaz contra a ruptura osmotica da célula bacteriana em
ambientes hipotonicos. O componente responsavel por essa rigidez ¢ o peptidoglicano
(mucopeptideo ou mureina), macromolécula presente em todas as bactérias com parede

celular, excepto nas Archaeobacterias [46].

A parede celular, estruturada sob controlo genético, também ¢ responsavel pela
morfologia bacteriana e pelo duplo comportamento das bactérias em relagdo a coloragao
de Gram. A coloracdo de Gram tem um grande significado taxonémico pois permite

dividir as bactérias em dois grupos: positivas ao Gram / Gram positivas ou negativas ao
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Gram / Gram negativas. As bactérias Gram positivas tomam a cor arroxeada, conferida
pelo corante primadrio (cristal violeta) e as Gram negativas coram de vermelho (fucsina
basica). O diferente comportamento das bactérias em relagdo a coloracdo de Gram deve-
se ao facto dos dois grupos bacterianos apresentarem parede celular quimica e
estruturalmente distinta. As diferencas mais relevantes residem no facto de: a parede
celular das bactérias Gram positivas ndo apresentar lipidos (excepto Mycobacterium,
algumas estirpes de Corinebacterium, Nocardia), enquanto a parede celular das
bactérias Gram negativas apresenta um elevado teor de lipidos; o peptidoglicano ser
muito abundante nas bactérias Gram positivas, cerca de 50 — 90 % do peso total da
parede celular seca; nas bactérias Gram negativas o peptidoglicano constituir somente
cerca de 10 % do peso total da parede celular seca. As diferencas quimicas entre as
bactérias Gram positivas e Gram negativas vao ter repercussdes na arquitectura da
parede celular, sendo as diferengas ultraestruturais entre os dois grupos bacterianos
evidenciados por microscopia electronica de transmissdo e através da observagdo de

cortes celulares ultrafinos [46].

5.1.1. Bactérias Gram positivas

5.1.1.1.  Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia dos Micrococcaceae. O nome tem
origem grega e significa cocos em cacho, morfologia caracteristica destes
microrganismos, sobretudo quando cultivados a superficie de meios de cultura solidos.
Os estafilococos sdo bactérias que vivem em contacto intimo com o Homem, numa
relagdo habitual de comensalismo ou mutualismo. Muitas espécies constituem parte
importante da populacdo microbiana indigena da pele e mucosas, mas o género inclui
também alguns dos principais microrganismos patogénicos, nomeadamente a espécie
Staphylococcus aureus. As infec¢des causadas por estafilococos sdo muito variadas,
tanto nas manifestacdes clinicas como na potencial gravidade. O contexto
epidemioldgico em que surgem apresenta condicionalismos particulares de profilaxia e
controlo das infec¢des. A origem da infeccdo por Staphylococcus aureus €, muitas vezes
endogena. A partir do nariz, da pele ou de uma lesdo superficial, 0 microrganismo pode
entrar em circulagdo e originar infeccdo a distancia. Para além da infec¢do endogena
ocorre também transmissdo homem a homem, o que se verifica frequentemente na

infec¢ao hospitalar. Neste caso a transmissao pode dar-se por contacto directo (o mais
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importante), por contacto indirecto através de objectos contaminados, ou por via aérea

[48].

5.1.1.2. Bacillus cereus

O Bacillus cereus tem uma distribuicao ubiquitdria na natureza, nomeadamente
no solo e em plantas em crescimento. Por isso aparece, frequentemente, nos alimentos
(carne, leite em po, arroz e em vegetais), podendo ocasionar toxi-infec¢des alimentares,
devido a producdo de exotoxinas, que sdo importantes na patogénse da intoxicagdo

alimentar [48].

5.1.1.3.  Enterococcus faecalis

A grande resisténcia dos enterococos aos agentes fisicos, que lhes permite
crescer e sobreviver em ambientes hostis faz com que a presenca seja habitual em quase
todos os produtos bioldgicos, no solo, alimentos, dgua, animais, aves e insectos. No
homem e outros animais a sua presenca ¢ constante nos aparelhos digestivo e urinario.
A espécie E. faecalis existe, quase constantemente ¢ em grande nimero, no tracto
gastrointestinal. Apesar da sua abundéancia no organismo humano, o seu poder invasivo
e patogénico € escasso e sO em circunstancias especiais ¢ que ganha relevo como agente
de infec¢do. Aparece, muitas vezes, associado a outros germes e, ocasionalmente,
isolado em determinadas infec¢des, como por exemplo, endocardite. No entanto,
quando ¢ agente de infeccdo a sua resisténcia natural aos agentes infecciosos, torna
muito dificil o tratamento. Esta mesma resisténcia natural aos antibidticos confere-lhe
vantagem em ambientes onde o uso destes ¢ frequente e, dai, a sua relevancia como
agente de infec¢des adquiridas nos hospitais em doentes sujeitos a tratamento
prolongado com antibidticos de largo espectro que eliminam outras bactérias comensais

susceptiveis [48].

5.1.2. Bactérias Gram negativas

5.1.2.1. Escherichia coli

E. coli, vulgarmente designada por coli-bacilo, ¢ a espécie de maior importancia
clinica, ocasionando frequentemente infec¢des urindrias, gastroenterites, pneumonias,

septicemias, abcessos, etc.. E também um habitante indigena do tracto intestinal dos
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mamiferos e, por essa razao, a sua presenca em aguas de consumo indica poluicao fecal.
Embora E. coli seja um habitante indigena do tracto intestinal, algumas estirpes podem
ocasionar perturbagdes entéricas. As estirpes E. coli enterotoxigenas (ETEC) sao
produtoras de dois tipos de toxinas: termo-labil (LT) ou termo-estavel (ST), as quais sao
responsaveis pela patogénese da infeccdo entérica. A toxina LT ocasiona no enterdcito
um aumento de intracelular de cAMP, provocando um distarbio na permeabilidade da
membrana citoplasmatica, com perda de dgua e electrdlitos para o lumen intestinal. O

mecanismo descrito ¢ semelhante ao da toxina de V. cholerae [48].

5.1.2.2.  Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae ¢ a espécie mais frequente nas infec¢des humanas (tracto
urindrio, tracto respiratorio, etc.). Tem a caracteristica de produzir colénias mucdides

em gelose de MacKoney, ser produtora de urease, e de ser imovel [48].

5.1.2.3. Salmonella typhimurium

Na maioria dos casos, a salmonelose ¢ adquirida pela ingestao de alimentos e de
agua, contaminados ou por contacto fecal-oral. As aves e os animais contaminados
constituem o reservatorio de Salmonella nao typhi e transmitem a doenca ao Homem. O
reservatorio de S. typhi ¢ o Homem, que ¢ também o principal disseminador da febre

tifoide, na fase aguda da doenga ou no estado de portador assintomatico [48].

5.1.2.4. Pseudomonas aeruginosa

A espécie P. aeruginosa ¢ praticamente ubiquitaria, podendo ser isolada de
aguas, do solo, de plantas, de esgoto e de amostras clinicas. Um meio selectivo para P.
aeruginosa inclui cetrimida, que inibe o crescimento de muitos microrganismos, mas
nao o seu, devido a sua resisténcia a accdo de compostos de amoénio quanternarios.
Apesar de ser um agente patogénico oportunista, na maior parte dos casos P. aeruginosa
¢ completamente indcua. As infeccdes por P. aeruginosa (infecgdes urindrias, dificeis
de erradicar e frequentes apos cateterizagdo; infecgdes em feridas e zonas queimadas;
otites cronicas, média e externa; infec¢des do tracto respiratdrio em doentes com fibrose
quistica e em doentes que t€ém que recorrer a ventiladores; infeccdes dos olhos apos

lesdo traumatica ou cirurgia) surgem, fundamentalmente, em doentes que ja
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anteriormente sofriam de outra doenga ou lesdao, podendo causar trés tipos principais de
infecgcdes graves: 1) infec¢do aguda e localizada dos olhos, apds lesdo da cornea ou
cirurgia; ii) infec¢do cronica dos pulmdes de doentes com fibrose quistica; iii) infeccdo
grave ¢ disseminada em doentes com o sistema imunoldgico deficiente (doentes com
SIDA, neoplasias, ou sob terapia com imunossupressores apos transplante de 6rgao) ou

que apresentem queimaduras graves [48].

5.2. Microrganismos eucariotas

As células sdo a unidade estrutural e funcional de todos os seres vivos. Por outras
palavras, cada célula possui uma organizagdo molecular que lhe permite desempenhar
as fungdes que caracterizam a vida: crescer, reproduzir-se e adaptar-se a0 meio exterior.
As células eucaridticas existem quer como organismos unicelulares quer como
constituintes de organismos multicelulares. A organizacdo celular eucaridtica ¢ comum
aos fungos, algas e protozoarios. Os seres unicelulares eucarioticos mais simples sdo as
leveduras, enquanto os protozoarios sdao organismos unicelulares extremamente
complexos que desenvolveram inumeras especializagdes funcionais, tais como cilios
sensoriais, fotoreceptores, cilios e flagelos e feixes contracteis semelhantes a musculos.
Em geral os organismos unicelulares sdo pequenos, consomem relativamente poucos
nutrientes, dividem-se rapidamente e possuem capacidade de adaptacdo aos mais
diversos meios ambientes. Apesar de terem alcangado um claro sucesso evolutivo (os
seres vivos unicelulares constituem mais de metade do total da biomassa da Terra), o
aparecimento de organismos multicelulares tornou possivel o desenvolvimento de

formas de vida com caracteristicas mais complexas [46].

5.2.1. Leveduras

Os fungos sdo células eucariotas, desprovidas de clorofila e que se reproduzem
por esporos. Neles estdo incluidos organismos de forma e dimensdes muito variadas,
conhecidos correntemente como leveduras, bolores, mofo, morrdo e cogumelos. Os
fungos leveduriformes, designados por leveduras, sdo fungos unicelulares. Os outros,

que constituem a grande maioria, sdo fungos filamentosos ou pluricelulares [46,48].
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A etimologia da palavra levedura tem origem no termo latino /evare com o
sentido de crescer ou fazer crescer, pois as primeiras leveduras descobertas estavam
associadas a processos fermentativos como o de paes e de mostos que provocam um
aumento da massa do pao ou do volume do mosto pela liberacdo de gas e formagado de
espuma nos mostos. Como células simples, as leveduras crescem e reproduzem-se mais
rapidamente do que os bolores. Sdo mais eficientes na realizagdo de alteragdes
quimicas, por causa da sua maior relacdo area/volume. As leveduras também diferem
das algas, pois nao efectuam a fotossintese, e igualmente nao sdo protozoarios porque
possuem uma parede celular rigida. Sdo facilmente diferenciadas das bactérias em

virtude das suas dimensdes superiores e das suas propriedades morfoldgicas [46,48].

5.2.1.1. Candida albicans

Candida albicans ¢ uma espécie de fungo dipldide que causa, oportunistamente,
alguns tipos de infecgdo oral e vaginal nos seres humanos. As infec¢cdes causadas por
fungos emergiram como uma das principais causas de morte em pacientes com algum
tipo de imunodeficiéncia (como € o que caso dos portadores da SIDA e das pessoas que
estdo sujeitas a algum tipo de quimioterapia). Além disso, este fungo pode ser perigoso
para pacientes cuja saude esteja enfraquecida, como por exemplo os pacientes de uma
unidade hospitalar. Devido a estes factores, a Candida albicans tem despertado grande
interesse nas pesquisas nas areas da saude e da medicina. A Candida albicans esta entre
0os muitos organismos que vivem na boca e no sistema digestivo humano. Sob
circunstancias normais, a Candida albicans pode ser encontrada em 80 % da populagao
humana sem que isso implique quaisquer efeitos prejudiciais na sua satde, embora o
excesso resulte em candidiase. A viruléncia e patogenicidade da Candida albicans estao
ligadas a diversos factores, sendo a formacao de hifas, a estrutura da sua superficie
celular (que, durante o contacto com c¢lulas do hospedeiro, se adapta, sendo
determinante para uma eficaz adesdo e penetragdo), alteracdes fenotipicas (transicdo
espontinea entre a forma tipica de levedura, branca e circular, e uma forma opaca, em

forma de pequenos bastdes) e producao de enzimas extracelulares hidroliticas [48].
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5.2.1.2.  Candida tropicalis

Candida tropicalis é uma espécie de fungo pertencente ao género Candida e a
ordem Saccharomycetales. Como outras estirpes de Candida ¢, oportunistamente,
causadora da candidiase. A Candida tropicalis ¢ por vezes usada como modelo em

pesquisas genéticas e medicinais [48].

5.3. Métodos de determinacao laboratorial da actividade anti-microbiana

5.3.1. Teste da difusao em disco

Os primeiros métodos para avaliar os efeitos dos antibidticos sobre as bactérias
envolviam a utilizagdo de pequenos orificios feitos em placas de agar. A solucdo de
antibiotico era depois colocada no orificio para, deste modo, inibir o crescimento
bacteriano de forma perpendicular ao orificio. Em 1943, Foster e Woodruff utilizaram
tiras de papel impregnadas com antibidticos como uma fonte alternativa de difusdo. Os
reservatorios de antibidticos que inicialmente consistiam em solugdes dos mesmos,
depositadas em pocos de agar, foram rapidamente substituidos por discos de papel
impregnados com antibidticos (Figura 10) [49].

Os resultados dos primeiros testes de difusdo foram interpretados
arbitrariamente: a presenca de uma zona de inibi¢do sugeria susceptibilidade e nenhuma
zona, resisténcia. Os resultados qualitativos foram considerados uma desvantagem, e
foram introduzidos varios discos com elevado ou baixo teor de antibiotico [49].

O teste de difusao em disco ¢ relativamente barato, facil de usar ¢ flexivel, ¢ um
método baseado na difusdo em agar e que fornece resultados qualitativos para o rapido
crescimento de bactérias aerdbias. No entanto, o teste de difusdo em disco € baseado na
utilizacdo de um gradiente de concentracdo de um antibiodtico relativamente instavel,
gerado a partir de uma fonte de difusdo pontual central, ou seja, o disco. Muitas
variaveis in vitro, tais como, a densidade do indculo, a fase de crescimento, € as
variagdes na placa de agar (por exemplo, a profundidade) podem influenciar
directamente os tamanhos da zona de inibi¢do e portanto, dar resultados pouco fiaveis.
Serdo obtidas zonas de inibi¢do maiores com o crescimento lento dos organismos
fastidiosos em compara¢do com rapido crescimento de bactérias aerobias. Compostos
de alto peso molecular tais como a vancomicina e polimixinas ndo difundem bem em

agar e sdo, portanto, inadequados para testar por difusdo em disco [49].
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Staphylococcus [49].

5.3.2. Métodos de determinacao da Concentraciao Minima Inibitéria

A Concentra¢do Minima Inibitoria (MIC) é definida como a menor concentracao
dos compostos em estudo que inibe o crescimento visivel dos microrganismos testados

[49,50].

A Concentragdo Minima Letal (MLC), que no caso das bactérias se designa por
Concentracdo Minima Bactericida (MBC) ¢ a menor concentragdo de um composto que

mata a maioria (99,9 %) do in6culo [49].

Como a MIC se refere a capacidade de inibicdo, ¢ possivel que, caso o
antibiotico seja removido, o microrganismo comece a crescer novamente. Para
determinar a capacidade do antibidtico para matar o microrganismo, pode ser realizado
um ensaio de crescimento. O valor de MIC pode ajudar um médico a decidir a
concentragdo de antibidtico necessaria para inibir o agente patogénico. A determinagao

do valor de MIC pode ser realizada em agar ou em meio liquido [49].

5.3.2.1. Microdiluiciao

O método tradicional de determinagao da MIC ¢ utilizando a técnica de diluigao
em meio liquido, onde varias dilui¢des do antibidtico sdo incorporadas no meio liquido,
utilizando para isso os pogos de microplacas ou tubos de ensaio. Cada tubo ou pogo da
microplaca contém uma concentracdo diferente do agente anti-microbiano e ¢ inoculada

com um valor fixo do organismo a ser testado. Apos incubagdo adequada, a menor
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concentracdo que nao revele crescimento visivel € considerada como o valor de MIC.
Um guia completo para este protocolo encontra-se na norma M7 - A7 do “Clinical
Laboratory Standards Institute” (CLSI). Este ¢ um teste quantitativo cujo resultado ¢
expresso em microgramas por mililitro (ug/mL) ou miligramas por mililitro (mg/mL)
[49].

Em testes de susceptibilidade anti-microbiana, o laboratoério deve manter um
elevado nivel de precisdo e reprodutibilidade nos procedimentos de ensaio. Devido as
diferentes condigdes, tais como, indculo, composi¢do do meio de cultura, tempo de
incubagdo, temperatura, pH, etc., um teste de dilui¢do pode nao proporcionar sempre o

mesmo resultado [49].

5.3.2.2. Diluicio em agar

O teste de dilui¢do em agar ¢ utilizado para a determinacao do valor de MIC de
um agente anti-microbiano necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo.
Tal como acontece com técnica de diluicdo em meio liquido, o método de diluicdo em
agar fornece um resultado quantitativo, sob a forma do valor de MIC, em contraste com
os testes de susceptibilidade baseados na difusdo em disco que resultam numa medida
indirecta de susceptibilidade e proporcionam um resultado qualitativo interpretativo. O
método de diluicio em agar ¢ o método que se encontra melhor estabelecido para
determinar a susceptibilidade anti-microbiana e ¢ comummente utilizado como padrao

ou método de referéncia para a avaliacao de novos agentes anti-microbianos [49].
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MATERIAL E METODOS

1. Moagem

As partes aéreas (que incluem os ramos, caules, folhas e flores) dos trés arbustos em
estudo (urze, carqueja e giesta) foram moidas em moinho de laminas (RETSCH ®)
(Figura 11) com crivo de 2 mm, de modo a obter um p6 grosseiro. De referir, que nesta
fase, pode acontecer a destruicdo de substancias volateis e termolabeis, com o calor que

¢ libertado neste processo.

Figuras 11: Moinho utilizado na moagem.

2. Determinacao do teor de matéria seca

Ap0ds arrefecimento/estabilizagdo e homogeneizacdo do pod
grosseiro obtido, determinou-se o teor de matéria seca (TMS) de
cada um dos arbustos. Para tal, colocou-se uma pequena
quantidade de amostra dos arbustos reduzidos a pé numa balanca

com infravermelhos (Figura 12) que monitoriza a perda de peso

pelo material e indica o TMS. Figura 12: Balanga com infra-

vermelhos para determinagdo do

teor de matéria seca.
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Tabela 1: Valores do teor de matéria seca (TMS) e das massas secas dos arbustos.

Massa de Massa seca de
Extraccio Espécie arbusto para TMS (%) arbusto para

extraccio (g) extraccdo (g) *
Urze 110,197 92,79 102,252
Etandlica Carqueja 107,506 91,68 98,562
Giesta 112,900 94,10 106,239
Urze 110,511 92,79 102,543
Aquosa Carqueja 115,146 91,68 105,566
Giesta 111,160 94,10 104,602

3. Extraccao

Fizeram-se duas extrac¢des solido-liquido, utilizando dois solventes diferentes, a
agua (para comprovar a eficacia da utilizagdo das plantas na medicina tradicional) € o
etanol. Para as extrac¢des utilizou-se uma proporcao de 1:10, isto ¢, 100 gramas de

arbusto para 1000 mL de solvente.

3.1. Preparacio dos extractos etanolicos

Fez-se uma extrac¢do solido-liquido utilizando o Extractor de Soxhlet (Figura 13).
Procedeu-se do seguinte modo para cada um dos trés arbustos: pesaram-se cerca de 110
g do p6 grosseiro obtido apds a moagem, que foram cuidadosamente colocadas no
interior de quatro cartuchos; foram necessarios dois extractores de Soxhlet nos quais
foram colocados dois cartuchos em cada um; de seguida adicionaram-se cerca de 500
mL de etanol em cada extractor e procedeu-se a extraccdo até o solvente ficar incolor

(cerca de 6 - 7 horas).

Apos a extracgdo, o volume do extracto etanolico foi aferido para 1 L. De seguida
foram retiradas duas aliquotas (50 mL) para posterior quantificacdo. Estas aliquotas
foram pesadas e sujeitas a concentragdo utilizando um evaporador rotativo (Figura 15)
(Tevaporagio = 45 °C) e permaneceram na estufa para completa secagem. Apds varios

ciclos de secagem (intercalando secagem e arrefecimento) — até que a massa se
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mantivesse constante — aceita-se o valor da massa ¢ calcula-se a concentracao do

extracto.

O restante extracto foi concentrado, para um volume final de 150 mL, utilizando

para isso o evaporador rotativo (Tevaporacio = 45 °C) € foi conservado no frigorifico para

as determinagdes posteriores.

Figura 13: Montagem
laboratorial para as
extracgdes etandlicas (a
esquerda) e exemplo de
uma extrac¢do etandlica (a

direita).

Tabela 2: Determinacdo das concentragdes dos extractos etanolicos.

Espécie [extracto etanédlico] (mg/mL)
Urze 5,950
Carqueja 14,097
Giesta 6,248

3.2. Preparacio dos extractos aquosos

Neste caso utiliza-se a técnica de decoccdo, para se efectuar a extracgdo solido-

liquido.

Procedeu-se do seguinte modo para cada um dos trés arbustos: pesaram-se cerca de

110 g do p6 grosseiro obtido apds a moagem (Figura 14) que foram cuidadosamente

colocadas no interior de um baldo (1000 mL) com refluxo; de seguida adicionaram-se

cerca 1000 mL de 4gua destilada e procedeu-se a extrac¢dao, em ebulicdo durante 30

minutos.
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Apos a extraccdo, o extracto foi filtrado sob vacuo utilizando um cadinho de
porosidade 2 e o volume do extracto aquoso foi aferido para 2 L (Figura 14). De seguida
foram retiradas duas aliquotas (50 mL) para posterior quantificagdo. Estas aliquotas
foram pesadas e sujeitas a concentra¢do utilizando um evaporador rotativo (Tevaporacio =
55 °C) e permaneceram na estufa para completa secagem. Apds varios ciclos de
secagem (intercalando secagem e arrefecimento) — até que a massa se mantivesse

constante — aceita-se o valor da massa e calcula-se a concentragao do extracto.

O restante extracto foi centrifugado (5 minutos a 4500 rpm) e o sobrenadante foi
concentrado (residuo/pellet foi desprezado), para um volume final de 150 mL,
utilizando para isso o evaporador rotativo (Tevaporagio = 55 °C) e foi conservado no

frigorifico para as determinagdes posteriores.

Figura 14: Preparacdo dos extractos aquosos.

Tabela 3: Determinacdo das concentragdes dos extractos aquosos.

Espécie [extracto aquoso] (mg/mL)
Urze 2,378
Carqueja 6,337
Giesta 2,606
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Figura 15: Evaporador rotativo utilizado durante as sucessivas determinagoes.

4. Diluicoes dos extractos em metanol

Os métodos de determinacao dos fenois totais, flavonoides ¢ actividade antioxidante
pelo método do DPPH, exigem que o solvente das amostras seja o metanol. Assim
sendo, procedeu-se do seguinte modo para cada um dos seis extractos: foram retirados 5
mL de extracto e colocados num baldao volumétrico de 50 mL, perfazendo-se de seguida
o volume com metanol. Deste modo, obtém-se extractos etandlicos em metanol e

extractos aquosos em metanol.

De seguida foi retirada uma aliquota dos extractos em metanol (10 mL) para
posterior quantificagdo. Estas aliquotas foram pesadas e sujeitas a secagem na estufa
para completa evaporagdao do solvente. Apds varios ciclos de secagem (intercalando
secagem e arrefecimento) — até que a massa se mantivesse constante — aceita-se o valor

da massa ¢ calcula-se a concentracdo do extracto.

Estas concentragdes foram usadas para as posteriores diluicdes dos extractos em
metanol (durante a determinagdo da actividade antioxidante) e para expressar o

conteudo de fenais totais e flavondides por matéria seca [19].
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Tabela 4: Determinacdo das concentragdes dos extractos em metanol.

Extractos Espécie [extracto em metanol] (ng/mL)
Urze 3600
Etandlicos | Carqueja 9300
Giesta 3900
Urze 2700
Aquosos | Carqueja 5700
Giesta 3200

5. Determinacio dos fenois totais

Para a determinagdo dos fendis totais foi necessario construir uma curva de
calibragcdo. Para tal prepararam-se solu¢des, em metanol, de acido galico (utilizado
como padrao fendlico de controlo) com diferentes concentracdes (500, 400, 350, 325,

300, 250, 225, 200, 150, 125, 100 e 50 mg/L).

A 50 pL das solucdes anteriores, adicionaram-se 450 pL. de agua destilada, 2,5 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N (diluido em agua destilada a partir de uma solugdo
comercial com concentragdo 2 N), e de seguida deixou-se reagir (& temperatura
ambiente) durante 5 minutos. Passado este tempo, adicionaram-se 2 mL de uma solugdo
aquosa de carbonato de sodio (75 g/L) e deixou-se reagir num banho de agua a
temperatura de 30 °C, durante uma hora e meia, com agitagdo intermitente. Para o
branco procedeu-se de igual forma ao descrito, substituindo os 50 pL iniciais por 50 pL

de metanol.

Apos este tempo, leram-se as absorvancias destas misturas reaccionais a 765 nm. As

determinagdes foram feitas em duplicado.

Deste modo foi possivel construir uma curva de calibragdo em que nas abcissas se

colocam as concentragdes de acido galico e nas ordenadas as absorvancias (Figura 16).
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Figura 16: Curva de calibragdo utilizada para a determinagdo dos fendis totais.

Para a determinacdo dos fenois totais nos extractos, procedeu-se como descrito
anteriormente, substituindo os 50 pL iniciais por 50 puL de cada um dos seis extractos

em metanol.

A quantidade de fenois totais em cada um dos extractos foi calculada utilizando a
equac¢do da curva de calibragdo e ¢ apresentada em miligramas de equivalentes de acido

galico por gramas de matéria seca [43].

6. Determinacio dos flavondides totais

Para a determinagdo dos flavondides foi necessario construir uma curva de
calibracdo. Para tal prepararam-se solugdes, em metanol, de quercetina com diferentes

concentracgoes (200, 150, 130, 100, 70, 50, 30 e 12,5 ug/mL).

A 500 pL das solugdes anteriores, adicionaram-se 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de
uma solucdo aquosa de cloreto de aluminio (10%), 0,1 mL de uma solu¢dao aquosa de
acetato de potassio (IM) e 2,8 mL de 4gua destilada. Deixou-se reagir a temperatura
ambiente, durante trinta minutos, com agita¢do intermitente. Para o branco procedeu-se

de igual forma ao descrito, substituindo os 500 pL iniciais por 500 pL de metanol.

Ap6s este tempo, leram-se as absorvancias destas misturas reaccionais a 415 nm. As

determinagdes foram feitas em duplicado.
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Deste modo foi possivel construir uma curva de calibracdo em que nas abcissas se

colocam as concentragdes de quercetina e nas ordenadas as absorvancias (Figura 17).

Curva de Calibracao - Flavonoides

Absorvancias (415 nm)

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[quercetina] (ug/mL)

Figura 17: Curva de calibragdo utilizada para a determinagao dos flavondides totais.

Para a determinacdo dos flavonodides nos extractos, procedeu-se como descrito
anteriormente, substituindo os 500 pL iniciais por 500 pL de cada um dos seis extractos

em metanol.

A quantidade de flavonodides em cada um dos extractos foi calculada utilizando a
equagdo da curva de calibragdo e ¢ apresentada em miligramas de equivalentes de

quercetina por gramas de matéria seca [40].

7. Determinacio da actividade antioxidante

7.1. Método do DPPH — Versao 1

Inicialmente construiu-se uma curva de calibragdo. Para tal prepararam-se solugdes,
em metanol, de DPPH com diferentes concentragdes (50, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 e 5
pg/mL). De seguida leram-se, em triplicado, as absorvancias destas solugdes a 515 nm.
Para o ensaio em branco utiliza-se apenas metanol. Deste modo foi possivel construir
uma curva de calibragdo em que nas abcissas se colocam as concentragdes de DPPH e

nas ordenadas as absorvancias (Figura 18).
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Figura 18: Curva de calibragdo — DPPH.

Para determinar a actividade antioxidante dos extractos foi necessario preparar
algumas dilui¢des destes, em metanol, com as seguintes concentragdes: 250, 200, 150,

100, 50 ¢ 25 pg/mL.

Para cada uma destas diferentes dilui¢des dos extractos procedeu-se do seguinte
modo: a 2,7 mL de uma solugdo de DPPH com uma concentragdo de 40 pg/mL

(preparada diariamente), adicionou-se 0,3 mL de solu¢do amostra.

De seguida leram-se as absorvancias (a 515 nm) desta mistura reaccional, durante
uma hora, em intervalos de um minuto. Neste caso, fez-se um ensaio em branco para

cada amostra que consistiu em: 2,7 mL de metanol + 0,3 mL de solugdo amostra.

Para ser possivel a comparagdo da actividade antioxidante dos extractos com a
actividade antioxidante de compostos-padrao, procedeu-se de igual modo ao
anteriormente descrito para as amostras, substituindo as amostras por solugdes
metanolicas de: rutina e 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (trolox)
(250, 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL — concentragdes iguais as das amostras) e acido
galico (25, 20, 15, 10, 5 e 2,5 pg/mL — concentragdes dez vezes inferiores as das
amostras, uma vez que o acido galico é um antioxidante potente e por isso sdo

necessarias menores concentracdes deste nas misturas reaccionais) [19,51,52].
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7.2. Método do DPPH — Versdo 2

Foi construida uma curva de calibracdo para utilizar este método. Preparou-se uma
solu¢do-mae de DPPH, dissolvendo 21,4 mg deste composto, em 250 mL de metanol.
Com esta solugdo de concentragdo igual a 85,6 mg/L ou 0,217 mM preparam-se

diferentes solugdes com as concentragdes que se encontram na Tabela 5.

De seguida, leram-se as absorvancias destas solugdes, contra um ensaio em branco

contendo apenas metanol. As leituras foram feitas em duplicado.

A partir destes pontos obteve-se uma curva de calibracdo, na qual se representou

graficamente a absorvancia em fun¢do da concentracao de DPPH em mg/L (Figura 19).

Curva de Calibracao - DPPH
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Figura 19: Curva de calibracdo ([DPPH] — mg/L) utilizada para a determinagdo da actividade

antioxidante.

Para a medicdo da actividade antioxidante dos extractos, utilizando este método,

prepararam-se diariamente trés solucdes de DPPH em metanol com as seguintes

concentracgoes: 0,2000, 0,1242, 0,0800 mM.

De seguida, para cada concentracdo de cada um dos extractos em metanol (250, 200,
150, 100, 50 e 25 pg/mL — concentragdes iguais as do método anterior) e para cada
solucdo de DPPH preparada previamente, seguiu-se o seguinte esquema experimental: a
0,1 mL de amostra adicionou-se 3,9 mL de solu¢do de DPPH, apds 90 minutos de

incubagdo no escuro e a temperatura ambiente, foram lidas as absorvancias a 517 nm.
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Tabela 5: Concentragdes das solugdes de DPPH preparadas para a construgdo das curvas de

calibragio.
[DPPH] (mM) [DPPH] (mg/L)

0,01085 4,28
0,0217 8,56
0,0434 17,12
0,0651 25,68
0,0868 34,24
0,1085 42,8
0,1302 51,36
0,1519 59,92
0,1736 68,48
0,1953 77,04

0,217 85,6

Os ensaios foram feitos em triplicado e o controlo para cada solucdo de DPPH
consistia em 0,1 mL de metanol + 3,9 mL de solucdo de DPPH. O ensaio em branco era

apenas metanol.

Calculou-se, de seguida, a percentagem de inibi¢ao (% I), de acordo com a seguinte
formula:
_ Absy — Abs,

%l = ——x 100
% Abs,

Onde Abs, corresponde a absorvancia do controlo aos 90 minutos e Abs; ¢ a

absorvancia da amostra aos 90 minutos.

Para averiguar a sensibilidade e reprodutibilidade do método, assim como para
comparar os AAls dos extractos, procedeu-se de igual modo ao descrito anteriormente,
utilizando compostos antioxidantes como padrdo. Neste caso utilizaram-se solugdes
metanolicas de: rutina e quercetina (500, 400, 300, 200, 100 e 50 mg/L), trolox (100,
75, 50, 25, 10 e 5 mg/L) e acido galico (150, 100, 75, 50, 25 e 10 mg/L) [53].
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7.3. Sistema B-caroteno/acido linoleico

Utilizando este método para determinar a actividade antioxidante dos extractos foi
necessario preparar diariamente uma emulsdo, procedendo da seguinte forma: num
baldo de fundo redondo (100 mL), adicionar 20 pL de uma solugdo de B-caroteno (20
mg/mL de cloroformio), 40 pL de 4cido linoleico, 400 mg de Tween 40 ¢ 1 mL de
cloroférmio; apds homogeneizagdo desta mistura, evaporou-se o cloroférmio utilizando
o evaporador rotativo (Tevaporagio = 45 °C — 5 minutos); de seguida adicionou-se ao
residuo 100 mL de 4gua destilada saturada com oxigénio (O,) com agitagdo vigorosa e

continua.

A absorvancia (a 470 nm) desta emulsdo, utilizando como branco uma emulsio
preparada de modo idéntico ao anterior, substituindo os 20 puL da solugdo de B-caroteno

por 20 pL de cloroférmio, deve situar-se entre 0,6 € 0,7.

Para determinar a actividade antioxidante dos extractos € necessdrio preparar
diferentes diluigdes (em metanol) das amostras (1000, 750, 500, 250, 100, 50 e¢ 5
pg/mL); depois, num tubo de ensaio contendo 5 mL de emulsdo adicionou-se 300 pL de
amostra. E necessario efectuar um ensaio em branco para cada amostra que sera
composto por 5 mL da emulsdo preparada sem a solu¢do do B-caroteno mais 300 puL da

amostra, e também um controlo para cada amostra que serd composto por 5 mL de

emulsdo mais 300 pL de metanol.

As absorvancias destas misturas reaccionais, foram lidas a 470 nm para o tempo 0 e
apos duas horas de reac¢do, num banho térmico a 50 °C. Os ensaios foram feitos em

duplicado.

Calculou-se depois a actividade antioxidante sob a forma de percentagem de

inibicao utilizando a seguinte férmula:

t=2 t=2
Absamostra - Abscontrolo
Abst=0 — Abst>?

controlo controlo

% inibicao =

=2 \ A e ’
Onde AbS,mostra’ corresponde a absorvancia da amostra apos as duas horas de

~ =) \ A . r
reacgio, AbScontrolo corresponde a absorvancia do controlo ap6s as duas horas de

= =0 \ N
reacgdo € AbScontrolo - corresponde a absorvancia inicial do controlo.
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Procedeu-se de igual modo ao descrito para as amostras para o antioxidante sintético
BHT, o qual serviu de padrdo. De modo a poder comparar as actividades antioxidantes
dos extractos relativamente ao BHT, representou-se graficamente as percentagens de

inibicdo em funcao das respectivas concentragdes [34,54-58].
8. Fraccionamento cromatografico em coluna dos extractos

Os extractos etanolicos foram fraccionados por
cromatografia em coluna usando silica gel (Si0, / 70 — |
230 mesh / 0,063 — 0,2 mm) (Figura 20). Para tal, cerca
de 500 mg de extracto seco, foram dissolvidas numa
pequena quantidade de cloroférmio. O gel de silica foi
preparado num erlenmeyer, misturando cerca de 70 g de
silica com 300 mL (volume da coluna utilizada) de
cloroféormio. A coluna foi cheia a himido (de modo a

evitar a retengdo de bolhas de ar, o que prejudicaria a i

elui¢do), colocando-se no fundo um pouco de algodio, Figura 20: Montagem
com o auxilio de uma vareta, seguida da adicao de cerca laboratorial de uma coluna
de 0,5 cm de areia e em seguida do gel de silica de cromatografia.
preparado anteriormente. Colocou-se depois no cimo da coluna, o extracto dissolvido no
eluente iniciando-se a eluicdo, abrindo a torneira, e a respectiva separacdo dos
compostos presentes no extracto. Como eluentes utilizaram-se: cloroférmio,
cloroformio/acetato de etilo (9:1), cloroféormio/acetato de etilo (8:2),
cloroférmio/acetato de etilo (7:3), cloroférmio/acetato de etilo (5:5), acetato de etilo,
acetato de etilo/metanol (9:1), acetato de etilo/metanol (8:2), acetato de etilo/metanol
(7:3), acetato de etilo/metanol (5:5) e metanol; de modo a aumentar gradualmente a
polaridade para que fossem separados em primeiro lugar os compostos com polaridade
menor e por fim os compostos mais polares. De referir que o metanol (acima de 10%),
dissolve a silica, assim sendo, as frac¢des recolhidas podem conter vestigios de silica.
Foram recolhidas frac¢des, em tubos de ensaio, de cerca de 5 mL.

Para avaliar a separagdo dos compostos, para cada fraccdo foi feita cromatografia
em camada fina (TLC) (Figura 21), usando como controlo o extracto bruto e como fase
movel cloroféormio/acetato de etilo (9:1) para as fracgdes iniciais e acetato de

etilo/metanol (9:1) para as restantes. A revelacdo das sucessivas TLC foi feita usando
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uma lampada de ultra-violeta (245 nm e 365 nm). Sempre que nas fracgdes se

identificavam bandas semelhantes nas cromatografias em camada fina, as fraccdes

correspondentes eram adicionadas num baldo de fundo redondo tarado e o solvente era

evaporado, utilizando para isso o evaporador rotativo e as massas das fracgdes foi

determinada (Tabelas 6 e 7) [18,59-63].

Figura 21: Fotografias de algumas cromatografias em camada fina.

Tabela 6: Massas das frac¢des do extracto etandlico de urze.

Volume de DMSO para uma
Nome da Fracc¢ao | Fracc¢oes Massa da Fraceao concentracio final de 200
(mg) mg/mL (pL)
A 3 67,61 338,1
B 4.5 277,25 1386,3
C 6 110,63 553,2
E 7-9 250,79 1254,0
F 10 297,12 1485,6
G 11,12 442 38 2211,9
H 13-15 220,69 1103,5
[ 16-18 110,69 553,5
J 19 64,67 3234
L 20-27 109,65 548,3
M 28 216,19 1081,0
N 29-32 246,64 1233,2
O 32-36 83,11 415,6
P 36-46 212,46 1062,3
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Tabela 7: Massas das frac¢des do extracto etanolico de carqueja.

Volume de DMSO para uma
Nome da Fraccido | Fraccoes Massa da Fraceio concentracao final de 200
(mg) mg/mL (nL)
A 2,3 77,65 388,3
B 4,5 77,91 389.,6
C 6-8 78,30 391,5
E 9-11 71,78 358,9
F 12 67,61 338,1
G 13 78,38 391,9
H 14 69,96 349.,8
[ 15-25 89,92 449.,6
J 26-33 80,96 404,8
L 34-36 116,33 581,7
M 37-40 128,46 642,3
N 41,42 94,83 4742
0 43-48 155,60 778,0
P 49-51 137,17 685.,9

9. Determinacao da actividade anti-microbiana

Todos os extractos, a excepgao do extracto aquoso de urze, foram dissolvidos em

dimetilsufoxido (DMSO) para obter uma solucdo final de concentragdo igual a 200

mg/mL. As frac¢des dos extractos etanodlicos foram também dissolvidas em DMSO

(Tabelas 6 e 7). Por impossibilidade de dissolu¢do em DMSO, o extracto aquoso de

urze ndo foi estudado quanto a sua eventual actividade anti-microbiana.

9.1. Difusiao em disco - Bactérias (de acordo com a norma M2-AS8)

Os discos de papel de filtro, com didmetro igual a 6 mm, foram impregnados com

10 pL dos extractos dissolvidos em DMSO (200 mg/mL), assim sendo, os discos

possuem 2 mg de extracto (2 mg/disco). Como controlo positivo, utilizou-se o

antibiotico tetraciclina (30 pg/disco, isto ¢, 10 uL. de uma solucdo de tetraciclina em
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agua a uma concentracao de 3 mg/mL), permitindo deste modo controlar o crescimento
da estirpe bacteriana e comparar a actividade do antibidtico com a actividade anti-
microbiana dos extractos. Como controlo negativo, utilizaram-se discos impregnados
com 10 pL de DMSO, uma vez que este foi o solvente no qual os extractos se
encontravam dissolvidos, assim pode controlar-se a eventual inibigdo do crescimento
bacteriano pelo DMSO ou uma possivel contaminagao.

Preparou-se o indculo fazendo uma suspensdo directa, em solucdo salina (NaCl —
0,85 %), de coldnias isoladas seleccionadas numa placa de agar de meio nao selectivo
com 18 — 24 horas. Esta suspensao foi ajustada para uma turbidez de 0,5 McFarland.

Para a inoculagdo de placas de teste, mergulhou-se uma zaragatoa estéril na
suspensdo ajustada. A zaragatoa deve ser girada vdarias vezes e apertada firmemente
contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, para retirar o excesso de
in6culo da zaragatoa.

A superficie seca de placas de Petri contendo meio Miieller-Hinton Agar (MHA),
preparado de acordo com as instru¢des do fabricante e com uma altura de cerca de 4
mm (= 25 mL), ¢ inoculada esfregando a zaragatoa em toda a superficie estéril do agar.
Repetiu-se este procedimento esfregando outras duas vezes, girando a placa
aproximadamente 60° de cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do
indculo. Como passo final, passou-se a zaragatoa na margem da placa de agar.

Os discos impregnados com os agentes anti-microbianos foram depois colocados na
superficie das placas de agar semeadas. Cada disco foi pressionado de encontro a placa,
de maneira a assegurar contacto completo com a superficie de agar. Os discos devem
ser distribuidos por igual, de maneira a que a distancia de centro para centro ndo exceda
24 mm. Uma vez que alguns compostos se difundem quase instantaneamente, o disco
ndo deve ser reaplicado ap0s ter entrado em contacto com a superficie de agar.

As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 37 °C, durante cerca de 16 -
18 horas. Apos este tempo, e se a placa estivesse satisfatoriamente semeada, os halos de
inibi¢do resultantes serdo uniformemente circulares e havera um tapete confluente de
crescimento. Os halos foram medidos em milimetros usando uma régua encostada na
parte de tras da placa de Petri invertida. O halo de inibi¢do sera considerado como a
area sem crescimento detectavel a olho nu e s6 foram considerados como halos de
inibi¢do os halos cujo diametro fosse superior ao didmetro do disco (6 mm).O teste foi

efectuado em triplicado, de forma independente [64].
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9.2. Difusao em disco - Leveduras (de acordo com a norma CSLI-M44A)

O procedimento para efectuar o teste de difusdo em disco para leveduras ¢ idéntico
ao descrito no ponto anterior, com algumas alteragdes.

Como controlo positivo utilizou-se a anfotericina B (25 pg/disco, isto ¢, 10 puL de
uma solu¢do de anfotericina B em DMSO a uma concentragdo de 2,5 mg/mL).

O meio MHA, foi suplementado com 100 pL de azul-de-metileno por litro de meio
(solugdo stock de azul-de-metileno 5 mg/mL) e com 20 g de glucose por litro de meio

(20 g/L). O tempo de incubagdo das placas de Petri semeadas foi de 20 — 24 horas [65].

9.3. Diluicao em agar — Bactérias (de acordo com a norma M7-A6)

Nesta metodologia o agente anti-microbiano ¢ incorporado ao meio (agar), sendo
que cada placa de Petri contém uma concentracao diferente do agente.

Este método permite determinar o valor de MIC que € a menor concentracdo de um
agente anti-microbiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo em
testes de sensibilidade por diluicdo em agar ou em meio liquido [66].

O meio MHA foi preparado de acordo com as instru¢des do fabricante, apos
autoclavado, o agar foi arrefecido num banho-maria a 45 °C — 50 °C, antes de se
acrescentar, assepticamente, as solugdes anti-microbianas. Posteriormente, o agar com 0
agente anti-microbiano incorporado foi vertido para as placas de Petri, de modo a obter
uma superficie de agar de 3 mm de profundidade.

As placas devem ser produzidas o mais rapidamente possivel apds misturar, para
evitar o arrefecimento e solidificagcdo parcial do agar. Deve evitar-se a formagdo de
bolhas. O agar deve solidificar A temperatura ambiente e as placas usadas
imediatamente, pois ndo se pode presumir que todos os agentes anti-microbianos
manterao a sua poténcia se forem armazenados.

Fizeram-se também, placas de controlo, isto €, placas sem os extractos/frac¢des,
preparadas a partir do meio base para cultivar os controlos; e placas contendo apenas
DMSO e sem os extractos/frac¢des permitem controlar possiveis contaminagdes do
DMSO.

Em tubos de ensaio estéreis, foram preparadas as diversas diluigdes dos
extractos/fraccdes de modo a obter diferentes concentragdes dos extractos/fraccdes e

que a percentagem de DMSO fosse de 2 % (Tabela 8). Apds a preparagdo das diversas
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diluicdes (extracto/frac¢ao + DMSO + agua estéril), foi adicionado o meio MHA como

descrito anteriormente.

Tabela 8: Esquema para as sucessivas dilui¢des.

Volume de Volume
Volume | Volume | Volume | Volume
[extracto/fraccao] extracto/fraccao de
de agua Total de MHA Final
(mg/mL) (200 mg/mL de DMSO
(nL) (L) (mL) (mL)
DMSO) (uL) (nL)
0,3125 4,70 25,00 270,3 300 2,7 3
0,625 9,30 20,70 270 300 2,7 3
1,25 18,75 11,25 270 300 2,7 3
2,5 37,50 - 262,5 300 2,7 3
5 75 - 225 300 2,7 3
10 150 - 150 300 2,7 3
20 300 -—- - 300 2,7 3
DMSO - 30,00 270 300 2,7 3

De seguida, preparou-se o inoculo fazendo uma suspensdo directa, em solugdo
salina (NaCl — 0,85 %), de coldnias isoladas seleccionadas numa placa de agar de meio
nao selectivo com 18 — 24 horas. Esta suspensado foi ajustada para uma turbidez de 0,5
McFarland. Como as culturas ajustadas ao padrao McFarland 0,5 contém
aproximadamente de 1 a 2 X 10® Unidades Formadoras de Colénias/mL (UFC/mL) na
maioria das espécies, sendo o indculo final necessario de 10* UFC por ponto de 5 a 8
mm de diametro. Como se aplicam 2 pL de indculo, a suspensdo de McFarland 0,5 deve
ser diluida 1:10 em solugdo salina estéril para obter uma concentragio de 10’ UFC/mL.
O indculo final em agar terd, entdo, aproximadamente 10* UFC por ponto.

As placas inoculadas devem permanecer a temperatura ambiente até que a
humidade nos pontos do indculo tenha sido absorvida pelo agar, isto ¢é, até os pontos
secarem, mas nunca mais de 30 minutos. A seguir, as placas foram invertidas e
incubadas, a 37° C, por um periodo de 16 a 20 horas.

Apbs a incubagdo das placas, estas devem ser colocadas numa superficie escura,
ndo reflectiva, para determinar os pontos finais. Foram feitas trés determinagdes

experimentais independentes [66].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Rendimentos das Extraccoes

Dos resultados apresentados na Tabela 9, verifica-se que a carqueja possibilita
maiores rendimentos de extrac¢do, quando comparados com os outros arbustos. Por
outro lado, os extractos etanolicos apresentam maiores rendimentos de extrac¢ao do que
0s extractos aquosos, isto porque na extraccdo de compostos com actividade
antioxidante, nomeadamente de compostos fendlicos, a partir de produtos vegetais, o

etanol ¢ o solvente mais adequado, quando comparado com a agua.

O estudo desenvolvido por Kaur e seus colaboradores [41], que pretendia avaliar a
actividade antioxidante e o conteudo fenolico de alguns vegetais, permitiu concluir que
os extractos etanolicos dos vegetais em estudo possuiam maior actividade antioxidante
do que os extractos aquosos dos mesmos vegetais o que indica que os processos de
extraccdo de antioxidantes, especialmente carotenoides, a partir de vegetais usando

etanol como solvente, sdo mais eficientes do que usando a dgua [41].

Os valores dos rendimentos de extrac¢do obtidos, sdo semelhantes aos obtidos por
Sousa e seus colaboradores [19], nomeadamente nos extractos etanolicos de casca e

folha de 7. brasiliensis, e de folhas de C. macrophyllum, T. fagifolia, Q. grandiflora.

Tabela 9: Rendimentos das Extracgdes.

Extractos | Espécie | Rendimento da Extraccio (%)
Urze 11,638
Etandlicos | Carqueja 28,605
Giesta 11,762
Urze 4,638
Aquosos | Carqueja 12,006
Giesta 4,983
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2. Fenois totais

Na avaliacdo da actividade antioxidante de extractos de produtos vegetais ¢
importante a determinacdo dos fenois, uma vez que estes compostos estdo presentes em
quantidades significativas em todas as plantas e constituem um dos maiores grupos de
compostos com actividade antioxidante [43]. Os fenois encontram-se maioritariamente
nas folhas e flores das plantas, exercendo proteccdo contra agentes patogénicos devido a
sua actividade anti-microbiana. Por isso, os compostos fendlicos tém também recebido
uma grande importancia devido a eventual ac¢do anti-microbiana que alguns possam

apresentar contra microrganismos patogénicos para o Homem [44].

Na Tabela 10 encontram-se registados os valores dos contetidos fendlicos dos

extractos em estudo.

Tabela 10: Equivalentes de Acido Galico (mg/g matéria seca) — Média + Desvio Padrio.

Equivalentes de Acido
Extractos Espécie Galico (mg/g matéria seca)
- Média + Desvio Padrao

Urze 141,493 £ 1,228
Etandlicos Carqueja 196,606 + 3,944
Giesta 225,321 +£4,079
Urze 212,731 £ 1,637
Aquosos Carqueja 222,697 £5,117
Giesta 134,668 + 0,138

4

O extracto que apresenta uma maior concentragdo em fendis totais € o extracto
etanolico de giesta e, pelo contrério, aquele que apresenta uma menor concentragao em

fendis totais € o extracto aquoso de giesta.

De entre os extractos etandlicos, aquele que possui uma maior quantidade de fenois
¢ o extracto de giesta e o que apresenta a menor quantidade em fenois totais € o extracto

de urze.
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Por outro lado, nos extractos aquosos, aquele que apresenta a maior quantidade de
fendis totais € o extracto de carqueja e o que apresenta menor quantidade € o extracto de

giesta.

Os resultados obtidos para o contetido fendlico sdo muito semelhantes nas diferentes
espécies de arbustos estudadas. Neste caso, parece que o tipo de solvente ndo influencia
a quantidade de fendis extraidos, o que indica que tanto o etanol como a agua sdo
solventes adequados para extrair compostos fendlicos, no entanto o etanol pode extrair
outros compostos com actividade antioxidante que ndo sejam fendis, nomeadamente

carotenoides [41].

Fenois Totais

=)
2 250.000 - 213 223 225
Eg ~ 197
< S 200.000 -
28 141 135
28 150.000 -

3
-§ é 100.000 - ® Extractos Etandlicos
W
E % 50.000 - B Extractos Aquosos
s E
E ~ 0.000 T T T
S Urze Carqueja Giesta

Espécies

Figura 22: Concentragdo de fendis totais nos extractos.

Observando a Figura 22 ¢ possivel ordenar os extractos por ordem decrescente da

concentragdo em fendis totais do seguinte modo:

extracto etandlico de giesta = extracto aquoso de carqueja > extracto aquoso de urze >

extracto etandlico de carqueja = extracto etanolico de urze = extracto aquoso de giesta

A composi¢do em fenois totais nestes arbustos ¢ muito semelhante a outros
resultados obtidos por Sousa e colaboradores [19] em extractos etandlicos de raiz de C.
prunifera e sdo superiores aos obtidos por Miliauskas e colaboradores [43] em extractos
de diversas plantas usando como solventes a acetona, o acetato de etilo e o metanol o
que pode indicar que para a extraccdo de fendis a agua e o etanol sdo solventes mais

indicados.
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3. Flavonoides totais

Os flavonoides, como um dos mais diversificados e generalizados grupos de
compostos naturais sdo, provavelmente, os compostos fendlicos mais importantes. Estes
compostos possuem um amplo espectro de actividades bioldgicas e quimicas, incluindo
propriedades sequestradoras de radicais. No entanto, sabe-se que a estrutura quimica
dos flavondides influencia as suas propriedades antioxidantes (que dependem da
capacidade para doar um 4atomo de hidrogénio ou um electrdo ao radical livre),

particularmente a posi¢ao do grupo hidroxilo na molécula [43].

Na Tabela 11, encontram-se resumidas as concentracdoes em flavonodides totais dos

extractos.

Tabela 11: Equivalentes de Quercetina (mg/g matéria seca) — Média + Desvio Padrao.

Equivalentes de
Extractos Espécie Quercetina (mg/g matéria
seca) - Média = Desvio
Padrao
Urze 37,541 £ 0,260
Etandlicos Carqueja 32,175 £ 1,616
Giesta 39,084 + 0,587
Urze 15,169 + 0,385
Aquosos Carqueja 28,160 + 0,128
Giesta 16,716 + 0,374

O extracto que apresenta uma maior concentracdo em flavondides totais € o extracto
etandlico de giesta e, pelo contrario, aquele que apresenta uma menor concentragdo em

flavonoides totais € o extracto aquoso de urze.

De entre os extractos etandlicos, aquele que possui uma maior quantidade de
flavonoides € o extracto de giesta e o que apresenta a menor quantidade em flavonoides

totais € o extracto de carqueja.
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Por outro lado, nos extractos aquosos, aquele que apresenta a maior quantidade de
flavonoides totais ¢ o extracto de carqueja € o que apresenta menor quantidade ¢ o

extracto de urze.

De um modo geral, os extractos etandlicos possuem maior quantidade de
flavonodides totais quando comparados com os extractos aquosos, 0 que mostra que o
etanol ¢ o solvente preferivel para a extraccao de flavonodides de amostras vegetais, o
que acontece devido a maior afinidade do etanol para os flavondides, uma vez que tanto
o etanol como os flavonodides possuem polaridades semelhantes, devido ao grupo

hidroxilo dos flavonoides [43].

De referir também que o extracto etandlico de giesta é aquele que apresenta uma

maior concentragao em fenois totais e flavondides totais, simultaneamente.

Flavonoides Totais

40.000 -
35.000 -
30.000 -
25.000 -
20.000 -
15.000 -
10.000 -
5.000 -
0.000 - . .
Urze Carqueja Giesta

m Extractos Etanolicos

B Extractos Aquosos

Equivalentes de Quercetina (mg/g
matéria seca)

Espécies

Figura 23: Concentragdo de flavondides totais nos extractos.

Observando o grafico da Figura 23 ¢ ordenam-se os extractos por ordem decrescente
da concentragdo em fenois totais:
extracto etandlico de giesta = extracto etandlico de urze = extracto etanodlico de

carqueja > extracto aquoso de carqueja = extracto aquoso de giesta = extracto aquoso

de urze
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O conteudo em flavonoides totais nos extractos estudados € analogo ao dos extractos
metanolicos de Mellilotus officinalis, Adiantum capillus-veneris, Equisetum maximum e

Urtica dioica, analisados por Pourmorad e colaboradores [40].

4. Actividade antioxidante

Existem inimeros métodos estabelecidos para a determinagdo da actividade
antioxidante de compostos puros e de extractos de plantas. O método do DPPH ¢
usualmente utilizado na quantificagdo da actividade antioxidante de amostras,
relacionada com a sua capacidade em sequestrar radicais livres. O radical formado
durante a reaccdo do antioxidante com o DPPH ¢ um radical livre estdvel, mas ¢

sensivel a luz, ao oxigénio, ao pH e ao solvente utilizado.

Diversos métodos de determinacdo da actividade antioxidante, que se baseiam na
reac¢ao do DPPH, estdo actualmente descritos, estes incluem diferentes concentragdes
iniciais da solu¢do de DPPH, diferentes aliquotas dos extractos, diferentes aliquotas da
solugdo de DPPH, o que resulta em diferentes concentragdes finais dos extractos de
plantas, dos compostos puros e de DPPH. Tém sido referidos tempos reaccionais (no
escuro ou nao) de 10, 15, 20, 30, 60, 100 ¢ 120 minutos. Os resultados dos ensaios
baseados no DPPH, sdo apresentados sob intmeras formas, como percentagens de

inibi¢do, percentagens de DPPH remanescente, actividade antirradicalar, etc.

Assim sendo, a actividade antioxidante dos extractos dos arbustos foi determinada
utilizando dois métodos diferentes do DPPH, para se compararem os resultados entre

eles.

Posteriormente determinou-se a actividade antioxidante dos extractos utilizando um
terceiro método — sistema P-caroteno/acido linoleico — que se baseia num mecanismo
diferente do método do DPPH (sequestragdo de radicais livres) de forma a comparar a
actividade antioxidante dos extractos determinada pelo sistema [-caroteno/acido

linoleico, com as determinag¢des dos métodos dos DPPH.
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4.1. Método do DPPH — Versiao 1

Usando este método para a determinacdo da actividade antioxidante calculou-se,
para cada uma das diluicdes dos diferentes extractos e para cada minuto em que as
absorvancias foram lidas, a concentragdo de DPPH no momento — [DPPH]1—, t = 1, 2,
... 60 minutos, a partir da equag¢do da curva de calibragdo. Calculou-se depois a

percentagem de DPPH remanescente (% DPPH,.,) utilizando a seguinte formula:

[DPPH]r-,

% DPPH =
% "¢M  [DPPH]r=

,emquet =1,2,..60 minutos

e [DPPH]r=o = [DPPH]inicia1 = 40pg/mL

Representou-se graficamente, para cada extracto, a % DPPH,.,, em fun¢do do tempo

(em minutos), para todas as diluigdes do mesmo [19].

Para a determinacdo da concentragdo eficiente (quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracao inicial de DPPH em 50 %) — ECs, representou-
se graficamente a % DPPH,.,, para t= 60 minutos em funcdo da concentracdo da
amostra. Apds o ajuste de uma equacdo a este grafico foi possivel determinar a
concentracdo de amostra que corresponda a uma % DPPH,, = 50 e que ¢ ECs

[19,52,53].

Para se obter o valor do tempo necessario para que a concentracdo inicial de DPPH
decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcsg), representou-se graficamente o tempo (t em
minutos) em que, para cada dilui¢do, a % DPPH,., fica estavel/constante, isto ¢, quando
se atinge o estado estacionario, em fun¢do da concentracdo da amostra. Este grafico
deve ser semelhante ao da Figura 24 [19,52,53]. Depois, na zona crescente deste grafico
(assinalada a azul na Figura 24), ajustou-se uma recta, cuja equag@o permitiu determinar

o tempo que corresponde a concentracao ECsy e que € o Tgcso [51,52].

Finalmente, foi possivel determinar a Eficiéncia Antirradicalar (AE) de uma

1

amostra, usando a seguinte formula: AEf = ————
ECs0 X TECs0

[51,52].
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Figura 24: Determinagao do tempo eficiente, isto €, tempo necessario para atingir ECs, [51].

Para a determinacdo dos parametros da actividade antioxidante dos extractos e

dos padrdes, segue-se o procedimento de calculo descrito anteriormente e que a seguir

se exemplifica para o extracto etandlico de urze.
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Figura 25: Comportamento cinético do DPPH na presenga do extracto etandlico de urze.
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No grafico da Figura 25, observa-se a diminui¢do da percentagem de DPPH

remanescente, na presenga das varias concentragdes do extracto etanolico de urze.

Para T = 60 minutos, representa-se graficamente a concentragdo de extracto em

fungdo da percentagem de DPPH remanescente (Figura 26).

% DPPH remanescente vs [extracto]
80 -
70 -
2
g 60 -
% 50 -
E 40 . y = -0.000x2 - 0.099x + 72.37
2 R2=0.990
T 30 -
=9
2 20 -
X
10 -
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[extracto] (ug/mL)

Figura 26: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungio da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECsy do extracto etandlico de urze.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equagdo da curva do gréafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 168,596 ng/mL

ECso= 168,596 pg/mL

Assim sendo, a concentragdo eficiente do extracto etandlico de urze, isto ¢, a
concentragdo necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50 % ¢

168,596 ng/mL.
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Figura 27: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracdo de extracto.
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Figura 28: Zona crescente do grafico da Figura 27. Este grafico permite calcular Tgcso do

extracto etanodlico de urze.
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Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico da Figura 28:
ECs9p — Tgcso = 51,892 minutos
Tgcso= 51,892 minutos

Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracao inicial de DPPH
decresca 50 % (tempo eficiente — Tgcsg), para o extracto etandlico de urze ¢ de 51,892

minutos.

Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1

- = =114 x 1074
ECsy X Tgcso 168,596 X 51,892

AE

Para os restantes extractos e substincias-padrdo, os célculos efectuam-se da
mesma forma como demonstrado para o extracto etanolico de urze, e sdo apresentados
na seccdo “Anexos”. De seguida, apresenta-se apenas o resumo de todas as

determinagdes da actividade antioxidante segundo este método.

Tabela 12: Parametros da actividade antioxidante (ECsg, Tgcso € AE) dos extractos e dos

padrdes.

Extractos Espécie ECso (ug/mL) | Tgcso (min) AE
Urze 168,596 51,892 1,14 x 107
Etanélicos | Carqueja 266,394 58,986 6,36 x 107
Giesta 658,345 61,632 2,46 x 107
Urze 277,170 59,886 6,02 x 107
Aquosos Carqueja 335,982 63,471 4,69 x 10°
Giesta 768,270 39,632 3,28 x 107
Rutina 92,285 45,095 2,40 x 107
Trolox 57,925 15,632 1,10 x 10~
Acido Galico 8,542 33,160 3,53 x 10™
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Verifica-se (Figura 29) que ambos os extractos de urze sdo os que apresentam
uma menor ECsp, 0 que significa que sdo necessarias menores concentracdes destes
extractos para que a concentrac¢do inicial de DPPH decres¢a 50 %, indicando que o
consumo de DPPH pelos extractos de urze ¢ maior e que este € o arbusto que apresenta
a maior actividade antioxidante. Pelo contrario, os extractos de giesta sao aqueles que
tém os maiores valores de ECsp, o que revela que, no geral, este arbusto terd um
actividade antioxidante pobre, uma vez que sd3o necessarias maiores concentragdes de
extractos deste arbusto para que a concentragao inicial de DPPH decresca 50 %. Quanto
aos extractos de carqueja, apresentam ECs, intermédias, sendo o arbusto com actividade

antioxidante média.

Extractos e Padroes

800 -
700 -
- 600 -
E 500 -
=)
3 400 A
< 300 -
=200 - '
) oy
0
Acido  Trolox Rutina Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
Galico etandlico etandlico aquoso aquoso etandlico aquoso
de urze de de urze de  de giesta de giesta
carqueja carqueja

Figura 29: Resumo das concentragdes eficientes (ECsy em pug/mL) dos extractos e dos padroes,

em ordem crescente.

Conclui-se também (Figura 29) que os extractos aquosos tém maiores valores de
ECsy, quando comparados com os extractos etanolicos da mesma espécie, indicando por
1sso que os extractos etandlicos apresentam, no geral, maiores actividades antioxidantes
0 que pode sugerir que o etanol ¢ mais indicado para a extraccdo de substancias com

actividade antioxidante como os compostos fendlicos e os flavonodides.

Todos os extractos (Figura 30), a excep¢do do extracto aquoso de giesta,
necessitam de mais de quarenta minutos para consumir DPPH suficiente, para que a

concentragdo inicial deste decresca 50 %, o que indica que, apesar de os extractos
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possuirem actividade antioxidante, ¢ necessario algum tempo para que as substancias
com actividade antioxidante presentes nesses extractos actuem, sequestrando/quelando
o radical livre DPPH. Relativamente ao extracto aquoso de giesta — aquele que
apresenta menor Tgcso, apesar de ser o que tem maior ECsyp — se por um lado ¢
necessaria uma grande concentragdo deste extracto para decrescer a concentragdo inicial
de DPPH, o tempo necessario para que isso acontega ¢ o mais baixo, quando comparado
com os restantes extractos. Isto pode dever-se ao facto das substancias com actividade
antioxidante deste extracto, estarem presentes em concentracdes menores que nos

outros, mas possuirem uma ac¢ao sequestradora de radicais livres mais eficaz.

O extracto etandlico de urze ¢ aquele que possui a maior eficiéncia
antirradicalar, sendo por isso, este extracto aquele que tem a maior actividade
antioxidante, estando de acordo com o respectivo valor de concentracdo eficiente.
Ambos os extractos de giesta revelam ter uma actividade antioxidante baixa, o que se
comprova pelas suas eficiéncias antirradicalares. De um modo geral, os extractos
etandlicos, possuem maiores eficiéncias antirradicalares (quando comparados com os
extractos aquosos), o que estd de acordo com o descrito anteriormente. Excepc¢ao do
extracto aquoso de giesta, que por possuir um menor tempo eficiente, apresenta uma
menor eficiéncia antirradicalar quando comparado com o extracto etandlico do mesmo
arbusto que ¢ o que tem o valor mais baixo para a eficiéncia antirradicalar, indicando

que a sua capacidade para sequestrar os radicais livres ¢ muito baixa.

Extractos e Padroes

70
60 -
—_

£ 50 4
E 40 -
§ 30 -
= 20 -
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Galico aquoso etanolico etandlico aquoso etandlico aquoso

de giesta de urze de deurze de giesta de
carqueja carqueja

Figura 30: Resumo dos tempos eficientes (Tgcso em minutos) dos extractos e dos

padrdes, em ordem crescente.
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Quanto aos padroes, o acido galico ¢ o padrao que tem a menor ECsy (Figura
29), significando por isso que tem uma actividade antioxidante forte, quando comparada
com a actividade antioxidante dos restantes padrdes estudados e com os extractos. Pelo
contrario, a rutina ¢ o padrao do qual ¢ necessaria uma maior concentragao para que a
concentracdo inicial de DPPH decresga 50 %. Relativamente aos tempos eficientes
(Figura 30), o trolox ¢ aquele que necessita de menos tempo para que a concentracao
inicial de DPPH decresca 50 %, isto €, ¢ dos padrdes analisados o tem o menor Tgcsg. A
rutina, além de ter a maior concentragdo eficiente, tem também o maior tempo eficiente,
significa que dos padrdes ¢ o que tera a menor eficiéncia antirradicalar e
consequentemente a menor actividade antioxidante. De todos os padrdes, o acido gélico
¢ o que possui a maior eficiéncia antirradicalar, o que significa que ¢ a substincia

analisada com a maior actividade antioxidante, apesar de ter um tempo eficiente menor.

4.2. Método do DPPH — Versao 2

Segundo este método de determinacdo da actividade antioxidante dos extractos, para
determinar a concentracdo de amostra necessaria para promover 50 % de percentagem
de inibi¢do (concentragdo inibitoria - ICsp), representou-se graficamente a % I em
funcdo da concentracdo de amostra na célula do espectrofotdmetro. Apds ajuste de uma
recta a este grafico, foi possivel, através da equacdo da recta determinar a concentracao
a qual corresponde uma percentagem de inibicdo de 50. A actividade antioxidante, foi
expressa através do Indice de Actividade Antioxidante (AAI), que ¢é calculado da

seguinte forma:

[DPPH no controlo aos 90 minutos|(ug/mlL) y

AAl =
ICsg

100

A concentragdo de DPPH no controlo aos 90 minutos foi calculada utilizando a

curva de calibragao.
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Com base no valor de AAI, ¢ possivel classificar uma amostra quanto a sua

actividade antioxidante, assim [53]:

AAI < 0,5 Actividade Antioxidante Pobre
0,5 < AAI < 1,0 Actividade Antioxidante Moderada
1,0 < AAI < 2,0 Actividade Antioxidante Forte

AAI > 2,0 Actividade Antioxidante Muito Forte

Como o valor de AAI ¢ calculado considerando a massa de DPPH e a massa de
composto testado na reaccdo, este valor ¢ uma constante para cada composto,

independente da concentragdo de DPPH e da amostra utilizada [53].

Sao de seguida apresentados os calculos dos pardmetros da actividade
antioxidante, segundo este método do DPPH, para o extracto etandlico de urze (Figuras

31, 32 e 33), que servirdo de exemplo para os restantes extractos e padrdes.

[DPPH]=0,2 mM

7 y = 0.889x + 0.060
6 - R2 = 0.994
s > [y=0815x+0.100
& —
£ 4 R>=0.988
S 3 -
° y=0.847x + 0.315
21 R2=0.99
1 -
O h T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

[extracto etandlico de urze],, ... (Mmg/L)

Figura 31: Extracto etandlico de urze, para [DPPH]=0,2 mM.
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Tabela 13: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do extracto etanolico de urze

para [DPPH]=0,2 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

56,149 61,204 58,660 58,671 £2,527
Média + Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
1,494 1,371 1,432 1,432 + 0,062
[DPPH]=0,1242 mM
10 9 |y=1.451x+0.107
g - R2=0.997
g | [y-1asaxro343
= R2=0.996
= 4 -
o y=1.337x +0.725
21 R?=0.993
O T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7
[extracto etandlico de urze],, ... (Mmg/L)

Figura 32: Extracto etandlico de urze, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 14: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do extracto etanolico de urze

para [DPPH]=0,1242 mM.

ICs59 — A (mg/L)

ICs59— B (mg/L)

IC5¢ — C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

34,364 34,377 36,836 35,192 £ 1,423
Média £ Desvio
AAl - A AAI -B AAl -C
Padrao
1,407 1,412 1,318 1,379 £ 0,053
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Figura 33: Extracto etandlico de urze, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 15: ParAmetros da actividade antioxidante (ICsy e AAI) do extracto etanolico de urze

para [DPPH]=0,08 mM.

Média £ Desvio
IC59 — A (mg/L) IC59 — B (mg/L) IC5¢ — C (mg/L)

Padrao (mg/L)
31,084 27,960 30,861 29,969 + 1,743
Média + Desvio
AAl - A AAI -B AAI-C
Padrao
1,489
1,334 1,347 1,390 £+ 0,086

Tabela 16: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) do extracto

etanolico de urze.

Média £+ Desvio Padrio Actividade Antioxidante

ICso (mg/L) 41,277 + 1,898

FORTE
AAI 1,400 =+ 0,067

E necessaria uma concentragdo de 41,277 mg/L de extracto etandlico de urze

para promover 50 % de percentagem de inibigao.
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Como base no AAI conclui-se que o extracto etanolico de urze tem uma

actividade antioxidante forte.

Para os restantes extractos e padrdes as determinagdes sdo efectuadas de forma
idéntica a apresentada para o extracto etandlico de urze e encontram-se na sec¢ao
“Anexos”, de seguida sdo apenas apresentados os resultados finais dos parametros da

actividade antioxidante.

Tabela 17: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) dos extractos e padrdes.

Extractos Espécie ICs¢ (mg/L) * AAI * Actividade
antioxidante
Urze 41,277 + 1,898 1,400 + 0,067 FORTE
Etandlicos | Carqueja | 60,388 = 1,779 0,973 +£ 0,025 MODERADA
Giesta 65,425 + 2,473 0,863 £ 0,027 MODERADA
Urze 34,533 + 1,448 1,723 +£0,077 FORTE
Aquosos | Carqueja | 42,965 + 1,691 1,296 + 0,047 FORTE
Giesta 120,416 5,334 | 0,452 £ 0,020 POBRE
Rutina 10,205 + 0,580 5,463 £ 0,301 MUITO FORTE
Trolox 7,100 + 0,083 7,183 + 0,079 MUITO FORTE
Acido Galico 1,806 £+ 0,020 30,723 +£ 0,266 MUITO FORTE
Quercetina 4,796 + 0,505 12,912 + 1,443 MUITO FORTE

* Média + Desvio Padrio

De todos os extractos (Figura 34), aquele de que ¢ necessdria uma menor
concentragdo para que se verifique 50 % de inibigdo, € o extracto aquoso de urze. Assim
sendo, este extracto sera aquele cuja actividade antioxidante serd maior, o que se
verifica também pelo valor do AAI (Figura 35), que é o maior de todos os extractos, e

que permite classificar a actividade antioxidante deste extracto como forte. Pelo
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contrario, o extracto aquoso de giesta ¢ o que apresenta o maior valor de concentragao

inibitoria, como concluido pelo primeiro método do DPPH.

ICyy (mg/L)

140 -
120 -
100 -
80 -
60 - B Extractos Etanodlicos

ICy (mg/L)

40 A B Extractos Aquosos
20 -

Urze Carqueja  Giesta

Espécies

Figura 34: 1C;, (mg/L) dos extractos.

Ambos os extractos de giesta apresentam elevadas ICsy (Figura 34), e por
conseguinte, os menores valores de AAI (Figura 35), concluindo-se por isso que de
todos os extractos estudados, os da giesta sdo aqueles cujas propriedades antioxidantes
sdo menores. A excepcdo do caso da giesta, os extractos aquosos apresentam maiores

valores de AAI do que os extractos etanolicos da mesma espécie.

Como comprovado pelo método do DPPH anterior, o acido galico € o que possui
a menor concentragcdo inibitoria, querendo dizer que a concentracdo de acido galico
necessaria para promover 50 % de inibi¢do ¢ muito pequena o que se traduz no maior

AAI e numa actividade antioxidante muito forte.

Ambos os métodos revelam que a actividade antioxidante dos extractos €
inferior 4 actividade antioxidante das substancias-padrdo. Apesar de os extractos
possuirem actividade antioxidante significativa, nomeadamente os extractos de urze, as
suas eficiéncias antirradicalares e os seus indices de actividade antioxidante sdo
menores do que os mesmos parametros dos padrdes. J4 os extractos de giesta, sdo

aqueles cuja actividade antioxidante é menor.
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Figura 35: AAI dos extractos.

Tabela 18: indices de Actividade Antioxidante (AAI) e concentra¢des de compostos-padrio

necessarias para promover 50 % de inibi¢do, obtidos por Scherer e colaboradores [53].

Composto AAI (Média) ICs9 — pg/mL (Média)
Rutina 6,55 8,06
Quercetina 16,02 3,27
Acido Galico 26,62 1,95

Os resultados obtidos para os parametros da actividade antioxidante dos padroes,
estdo de acordo com os dados obtidos por Scherer e seus colaboradores [53] que
implementaram este método do DPPH, indicando ndo s6 a reprodutibilidade do método,

mas também a eficacia do mesmo.

No geral, ambos os métodos de determinacdo da actividade antioxidante
utilizados, que se baseiam no consumo de DPPH pelas amostras, fornecem resultados
semelhantes, isto ¢, indicam que os extractos de urze sdo os que possuem maiores
actividades antioxidantes e os extractos de giesta as menores (principalmente os
extractos aquosos), sendo os extractos de carqueja os que possuem actividade

antioxidante intermédia.
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4.3. Relacao entre fendis totais, flavondides totais e actividade antioxidante

Como verificado anteriormente [19,40-44], existe uma correlagdo linear entre
compostos fenolicos totais presentes num extracto vegetal e a sua actividade
antioxidante, indicando que os compostos fendlicos sdo responsaveis pela actividade

antirradicalar de um extracto vegetal.

Por outro lado, estudos anteriores sugerem uma relacdo menos evidente ou auséncia
de relagdo entre os flavondides e a actividade antioxidante de extractos de plantas
[19,40-44]. De salientar que a estrutura quimica dos flavonoides, particularmente a
posicdo do grupo hidroxilo na molécula, determina as propriedades antioxidantes das
amostras, que no geral, se referem a habilidade de doacdo de atomos de hidrogénio e/ou

de electroes aos radicais livres [43].

4.3.1. Extractos etanolicos

Verifica-se um nivel bastante elevado de correlagdo linear positiva entre os
L. . A . . . 2 L, . , .
fenois totais e a eficiéncia antirradicalar (R"=0,9887) e os fenois totais e o indice de

actividade antioxidante (R*=0,9781) dos extractos etandlicos (Figuras 36 e 37).

No caso dos flavonoides, essa correlacdo nao se verifica (R2=0,0197 e 0,013)
(Figuras 36 e 37), concluindo-se por isso, que a actividade antioxidante dos extractos,
nomeadamente a capacidade de estes sequestrarem radicais livres, estd directamente
relacionada com a existéncia de compostos fenolicos, mas que nao t€ém que ser

precisamente flavonoides.
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Figura 36: Relacdo entre a eficiéncia antirradicalar e os fendis totais e a eficiéncia antirradicalar

e os flavonoides totais, dos extractos etanolicos.
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Figura 37: Relagao entre o indice de actividade antioxidante e os fendis totais e o indice de

actividade antioxidante e os flavonoides totais, dos extractos etanolicos.
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Conclui-se portanto, que os compostos fendlicos presentes nos extractos
etanolicos, devido & sua capacidade redutora, contribuem significativamente para a
capacidade dos extractos sequestrarem os radicais livres, contribuindo deste modo para

a sua actividade antioxidante ou antirradicalar.

4.3.2. Extractos aquosos

Nos extractos aquosos (Figuras 38 e 39) a correlagdo linear entre fendis totais e
eficiéncia antirradicalar (R*=0,6715) e fenois totais ¢ indice de actividade antioxidante
(R’=0,8186) ndo ¢ tdo significativa como nos extractos etandlicos. Contudo, os
compostos fenolicos dos extractos aquosos também estdo directamente associados a sua
accdo antioxidante, o que pode indicar que a dgua pode extrair outros compostos

fenolicos que ndo té€m actividade antioxidante ou antirradicalar.
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Figura 38: Relacdo entre a eficiéncia antirradicalar e os flavondides totais e a eficiéncia

antirradicalar e os flavondides totais, dos extractos aquosos.

No caso dos flavonoides, sucede 0 mesmo que nos extractos etandlicos, isto €,
nao se verifica correlagdo linear entre os flavondides totais e a actividade antioxidante
dos extractos, indicando assim que o conteudo de flavonoides nos extractos nao

influencia de forma directa a sua actividade antioxidante.
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Figura 39: Relacdo entre o indice de actividade antioxidante e os flavonoides totais e o indice

de actividade antioxidante e os flavondides totais, dos extractos aquosos.

4.4. Sistema p-caroteno/acido linoleico

O sistema B-caroteno/acido linoleico, que consiste na descoloragcdo (oxidagdo)
do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoleico,
estima a habilidade relativa de compostos antioxidantes presentes em extractos de
plantas de sequestrar o radical peroxido do &cido linoleico (LOO"), que oxida o B-
caroteno presente na emulsdo. Este método permite uma medicao indirecta da inibi¢ao

da peroxidagao lipidica.

E possivel comparar as percentagens de inibi¢do da oxidagio do B-caroteno dos
extractos (a varias concentracdes) com a percentagem de inibi¢do da oxidacdo do f-
caroteno do antioxidante sintético BHT. Os resultados permitem concluir que todos os
extractos, a excepcdo do extracto aquoso de giesta, possuem actividade antioxidante

inferior ao BHT.

Para uma melhor andlise e comparacdo das actividades antioxidantes dos
extractos relativamente ao BHT, constroem-se os graficos das Figuras 40 a 44, nos
quais se separam por extractos e por arbustos as percentagens de inibi¢do de oxidagao

do B-caroteno.
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4.4.1. Extractos de urze

Relativamente aos extractos de urze, como se pode observar no grafico da Figura
40, verifica-se que o extracto aquoso ¢ aquele que possui a maior capacidade de
sequestrar o radical peroxido do acido linoleico, inibindo assim a oxidacdo do f-
caroteno, estando de acordo com as determinagdes do Método 2 do DPPH, que indica

que o extracto aquoso de urze possui um elevado indice de actividade antioxidante.

Urze
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Figura 40: Actividade antioxidante dos extractos de urze e do padrdo BHT.

Pelos métodos de determinagdo antioxidante anteriormente utilizados, baseados
na metodologia do DPPH, sabe-se que ambos os extractos de urze possuem actividades
antioxidantes significativas. O extracto etandlico de urze ¢ aquele cuja eficiéncia
antirradicalar ¢ maior e o extracto aquoso de urze ¢ o que possui maior indice de
actividade antioxidante. Conclui-se portanto que todos os resultados estdo coerentes no

que diz respeito a actividade antioxidante dos extractos de urze.
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4.4.2. Extractos de carqueja

Os extractos de carqueja apresentam elevadas percentagens de inibicdo da

oxidagdo do B-caroteno, principalmente o extracto etanolico (Figura 41).

Pelas determinagdes anteriores, baseadas na sequestragao do radical livre DPPH,
os extractos de carqueja eram aqueles que tinham uma actividade antioxidante
intermédia, quando comparados com os extractos de urze — maior actividade

antioxidante — e com os extractos de giesta — mais fracos.
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Figura 41: Actividade antioxidante dos extractos de carqueja e do padrao BHT.

Segundo este método, os extractos de carqueja demonstram actividade
antioxidante significativa. Estes resultados, aparentemente contraditorios, apenas
indicam que os extractos de carqueja ndo t€ém grande habilidade para a sequestragdo de
radicais livres, como o DPPH, mas possuem uma elevada capacidade de inibi¢do da
oxidagdo lipidica (4cido linoleico) e de sequestragdo dos radicais resultantes da sua
eventual oxidagdo, o que demonstra a importancia da utilizagdo de diferentes métodos

na determinacdo da actividade antioxidante das amostras em estudo.
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4.4.3. Extractos de giesta

De todos os extractos, o extracto aquoso de giesta € aquele cujas percentagens de
inibi¢do da oxidagdo do B-caroteno sdo maiores, indicando a elevada ac¢do antioxidante

deste extracto (Figura 43).
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Figura 42: Actividade antioxidante dos extractos de giesta e do padrao BHT.

Mais uma vez, este resultado estd em contradicdo com as determinagdes
anteriores que indicavam o extracto aquoso de giesta como sendo aquele cujas
concentragdes eficiente e inibitoria sdo maiores — baixa actividade antioxidante - indice
de actividade antioxidante menor, apesar de ser o extracto que necessita de menor
tempo para reduzir a concentragdao inicial de DPPH 50 %. Isto significa que este
extracto tem pouca capacidade em sequestrar os radicais livres, como o DPPH, mas
possui elevada capacidade em inibir a peroxidagdo lipidica. De referir ainda que, o
extracto aquoso de giesta possui propriedades antioxidantes maiores do que o padrdo
BHT, mas apenas para concentragcdes muito elevadas. Deste modo conclui-se que sao

extraidos compostos com diferentes tipos de actividade antioxidante.
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4.4.4. Extractos etanolicos

Como ja foi referido anteriormente, os processos de extrac¢do de antioxidantes,
especialmente carotenodides, a partir de vegetais usando etanol como solvente, sdo mais

eficientes do que usando a agua [41].
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Figura 43: Actividade antioxidante dos extractos etanodlicos e do padrao BHT.

O extracto etandlico que possui maiores percentagens de inibi¢do da oxidagdo do
-caroteno € o extracto de carqueja seguido do extracto de giesta e do extracto de urze,

que ¢ aquele que tem menor actividade antioxidante, segundo este método (Figura 43).

4.4.5. Extractos aquosos

Dos extractos aquosos, destaca-se o extracto de giesta, cujas percentagens de
inibi¢do da oxida¢do do B-caroteno sdo maiores, seguido dos extractos de carqueja e de

urze, que possuem menores actividade antioxidantes (Figura 44).
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Figura 44: Actividade antioxidante dos extractos aquosos e do padrao BHT.

5. Actividade anti-microbiana

Como referido anteriormente, nos ultimos anos tem surgido um interesse na procura
de novas substincias, normalmente de origem vegetal, que possuam actividade anti-
microbiana, no sentido de substituir os agentes anti-microbianos sintéticos usualmente
utilizados na industria alimentar na preservacao dos alimentos. Por outro lado estas
novas substancias anti-microbianas poderiam ser usadas como alternativa a terapéutica
tradicional, e assim serem uma solug¢do para o problema da resisténcia aos antibioticos,
de grande numero de estirpes que sdo hoje encontradas ao nivel hospitalar. Neste
sentido, os compostos fenolicos tém recebido particular atengdo, pois sabe-se que estes,
além de estarem directamente relacionados com a actividade antioxidante, podem
também exercer actividade anti-microbiana. Os flavonoides, nomeadamente, ao estarem
localizados nas folhas de certas plantas, ttm como fun¢do a proteccdo dessas plantas
contra agentes microbianos patogénicos, por isso, estes compostos t€m sido estudados
quanto a sua eventual actividade anti-bacteriana e anti-fingica contra microrganismos

patogénicos para humanos [43,44,47].

Outro grande grupo de compostos, presentes maioritariamente nas flores das plantas,

que tem recebido destaque pelas suas propriedades anti-microbianas, sdo 0s taninos,
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alguns dos quais sdo actualmente utilizados como alternativa aos antibioticos

convencionais [6,16].

5.1. Difusao em disco

Uma forma de avaliar a susceptibilidade de um microrganismo a uma determinada
substancia, consiste na medida dos halos de inibicao. Sao apresentados na Tabela 19, os
diametros dos halos de inibicdo dos extractos etandlicos de urze, carqueja e giesta e dos
extractos aquosos de carqueja e giesta, para as estirpes de leveduras. Na Tabela 20,
encontram-se registados os didmetros dos halos de inibigdo dos mesmos extractos, para

as bactérias.

De acordo com as normas M2-A8 e CSLI M44A, apenas sao considerados os halos
de inibicdo com didmetro superior a 6 mm (assinalados na Tabela 20 a negrito), uma

vez que o didmetro dos discos utilizados também ¢ de 6 mm.

Tabela 19: Diametros (mm) dos halos de inibi¢do dos extractos e dos controlos para as estirpes
de leveduras (Média + Desvio Padrao).

Extractos (2mg/disco)
Aquoso
Etandlico de Etandlico de Etandlico de
Leveduras / Estirpes Aquoso de Carqueja de
Urze Carqueja Giesta
Giesta
Candida albicans 6.000 =
ATCC 24433 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 £ 0,000 6,000 + 0,000 0,000
Candida albicans 6.000 =
ATCC 90028 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 0,000
Candida tropicalis 6.000 -
ATCC 750 6,000 £ 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 0,000
Anfotericina B
Leveduras / Estirpes DMSO
(25 pg/disco)
Candida albicans
ATCC 24433 6,000 + 0,000 22,333 +0,577
Candida albicans
ATCC 90028 6,000 + 0,000 20,333 +£ 0,577
Candida tropicalis
ATCC 750 6,000 =+ 0,000 21,500 +£ 0,577
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Como para a determinacdo da actividade anti-microbiana, os extractos foram
dissolvidos em DMSO (com excepcdo do extracto aquoso de urze que se mostrou
insolavel neste solvente), fez-se um controlo no qual o disco era impregnado com 10 pL.
de DMSO. Através dos resultados apresentados, ¢ possivel concluir que o DMSO nao
inibe o crescimento dos microrganismos em estudo, significando que os halos de
inibicdo que se conseguem sdo exclusivamente devidos aos compostos presentes nos

extractos.

Como controlo positivo, utilizou-se a tetraciclina, no caso das bactérias, pois este
antibiotico inibe a sintese proteica ao nivel da subunidade 30 S dos ribossomas,
impedindo estericamente a ligagdo codao-anticoddo. Para as leveduras, o antibidtico
utilizado como controlo foi a anfotericina B. Produzida por Sterptomyces nodosus, é o
unico polieno com administracdo por via endovenosa. Este heptaeno, apresenta um
espectro de acgdo bastante alargado sendo activo contra fungos leveduriformes,
dimorfos e diferentes géneros de fungos filamentosos [46]. Verifica-se que os halos de
inibicdo produzidos pelos extractos em estudo sdo inferiores aos halos de inibigdo

provocados pelos antibioticos utilizados como controlo

Pode concluir-se pela analise da Tabela 20 que a actividade anti-bacteriana dos
extractos ¢ maioritariamente exercida em bactérias Gram positivas. Quanto as bactérias
Gram negativas apenas se verifica actividade anti-bacteriana na estirpe de K.
pneumoniae. A actividade anti-bacteriana dos extractos etandlicos ¢ superior a dos
extractos aquosos, uma vez que os diametros dos halos de inibicdo sdo superiores no

caso dos extractos etandlicos. Conclui-se também que os extractos ndo possuem

actividade anti-flngica, pois ndo inibem o crescimento das leveduras.

E possivel verificar que os didmetros dos halos de inibi¢io obtidos, sdo muito
inferiores aos normalmente encontrados na bibliografia. Por exemplo, Shan e
colaboradores [47], estudaram a actividade anti-bacteriana de extractos metanodlicos de
P. cuspidatum, obtendo para didmetros de halos de inibi¢ao valores superiores a 16 mm,
usando discos de didmetro igual a 6 mm. Kosalec e colaboradores [67] elaboraram um
estudo sobre a actividade anti-bacteriana de propolis (substancia resinosa obtida pelas
abelhas através da colecta de resinas da flora de uma regido, e alteradas pela ac¢do das
enzimas contidas na sua saliva), obtendo didmetros de halos de inibi¢do para S. aureus
ATCC 25923 superiores a 10 mm, para E. faecalis ATCC 29212 superiores a 8 mm e

para estirpes de C. albicans superiores a 10 mm.
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bacterianas (Média + Desvio Padrio).

Tabela 20: Diametros (mm) dos halos de inibi¢do dos extractos e dos controlos para as estirpes

Extractos (2 mg/disco)

Etandlico de Etandlico de Aquoso de Etanélico de Aquoso de
Bactérias Estirpes
Urze Carqueja Carqueja Giesta Giesta
Staphylococcus aureus 7333 +
ATCC 25923 9,250 + 0,957 | 10,167 £1,169 | 6,000+ 0,000 | 8,500 + 1,000 0,577
Gram Bacillus cereus
10,000 + 8,667 +
Positivas ATCC 11771 6,667 = 0,577 8,667 + 0,577 6,000 £+ 0,000 0,000 0.577
Enterococcus faecalis 6.000 +
ATCC 29212 6,000 + 0,000 6,250 + 0,500 6,000 + 0,000 | 6,250 + 0,500 0,000
Escherichia coli 6.000 +
ATCC 25922 6,000 £+ 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 | 6,000 <+ 0,000 0,000
Klebsiella pneumoniae 6.667 +
ATCC 13883 6,000 + 0,000 6,750 + 0,957 7,333 £ 0,577 | 6,500+ 0,577 0,577
Gram
Negati Salmonella typhimurium 6.000 +
egativas )
ATCC 13311 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 | 6,000 <+ 0,000 0,000
Pseudomonas
. 6,000 +
aeruginosa 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 6,000 + 0,000 | 6,000 =+ 0,000 0.000
ATCC 27853 ’
Tetraciclina
Bactérias Estirpes DMSO
(30 pg/disco)
Staphylococcus aureus 6.000  0.000
b :t b
ATCC 25923 30,250 + 0,500
Gram Bacillus cereus 6.000  0.000
b i b
Positivas ATCC 11771 30,000+£0.816
Enterococcus faecalis 6.000  0.000
b i b
ATCC 29212 10,375 £ 1,109
Escherichia coli 6.000  0.000
b j: b
ATCC 25922 23,250 + 0,500
Klebsiella pneumoniae 6.000  0.000
b :i: b
ATCC 13883 22,250 £+ 0,500
Gram
Negai Salmonella typhimurium 6.000  0.000
egativas , ,
ATCC 13311 21,833 +£ 0,289
Pseudomonas
aeruginosa 6,000 £ 0,000 | 11,500 +0,577
ATCC 27853

ATCC - “American Type Culture Collection”
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No caso do estudo da actividade anti-microbiana de diferentes infusdes da planta do
ché desenvolvido por Almajano e colaboradores [68], sdo obtidos valores de diametros
de halos de inibi¢do semelhantes aos obtidos nos extractos etanolicos de urze, carqueja e

giesta e extractos aquosos de carqueja e giesta.

Como os extractos nao apresentaram actividade anti-fungica, nao foram

determinados os correspondentes valores de MIC para leveduras.

5.2. Dilui¢ido em agar

O método de diluicdo em agar permitiu a determinagdo dos valores de MIC
(mg/mL) dos extractos para as diferentes estirpes bacterianas. Estdo registados na

Tabela 21 os valores das concentragdes minimas inibitorias dos extractos.

Verifica-se que os extractos aquosos possuem valores de MIC muito elevados,
indicando que ¢ necessaria uma grande concentragcdo destes extractos para inibir o
crescimento visivel das bactérias, logo estes extractos apresentam uma baixa actividade
anti-bacteriana. Uma possivel razao pela qual os extractos aquosos possuem valores de
MIC muito elevados prende-se pelo facto de a 4gua ndo ser um bom solvente para a

extrac¢do de compostos com actividade anti-microbiana.

Relativamente aos extractos etandlicos, o extracto de giesta precipita quando
misturado com o meio MHA, o que dificulta a determinagdo do valor de MIC, pois os
compostos com eventual actividade anti-bacteriana podem ficar sequestrados no
precipitado e desta forma ndo inibem o crescimento das bactérias. Quanto ao extracto
etanolico de urze, o valor de MIC para as estirpes de S. aureus e de B. cereus ¢ de 2,5
mg/mL, valores muito superiores aos obtidos por Shan e colaboradores [47] no estudo
da actividade anti-bacteriana de extractos metanolicos de P. cuspidatum, que sdao da

ordem das pg/mL.

O extracto etandlico de carqueja também apresenta actividade anti-microbiana
assinalavel para as estirpes de S. aureus, B. cereus, K. pneumoniae e para uma das
estirpes de S. aureus resistente a meticilina, ainda assim sdo valores superiores aos

encontrados na literatura, nomeadamente aos obtidos por Shan e colaboradores [47].
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Tabela 21: Concentragcdes Minimas Inibitérias dos extractos.

Extractos — MIC (mg/mL)

Etanélico | Aquoso
Etandlico de Etanodlico de | Aquoso de
Bactérias Estirpes de de
Urze Giesta * Giesta
Carqueja | Carqueja
Staphylococcus
1,875
aureus )
2,5 1,25 10 0.884 10
ATCC 25923
Gram Bacillus cereus ) s 0 0,938 + s
Positivas ATCC 11771 ’ ’ 0,412
Enterococcus
faecalis >25 >2,5 >20 >25 20
ATCC 29212
Escherichia coli
ATCC 25922 >25 > 25 > 20 2 720
Klebsiella
pneumoniae >25 2.5 2,5 >2.5 5
ATCC 13883
Gram
Salmonella
Negativas . .
typhimurium >25 >2.5 20 >12,5 20
ATCC 13311
Pseudomonas
aeruginosa >25 >25 10 >25 20
ATCC 27853
S. aureus
. 1,875 £
Resistentes ,
(MRSA - 10/08) > 25 25 > 0,884 >
a
. S. aureus
Meticilina >25 >2.5 > 20 >2.5 20

(MRSA — 12/08)

ATCC - “American Type Culture Collection”

* Este extracto precipita apds a adi¢do do meio MHA (MIC em Média = Desvio Padrio).
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Como os extractos aquosos possuem valores de MIC muito elevados e o extracto
etandlico de giesta precipita durante o procedimento experimental dificultando assim o
estudo da sua potencial actividade anti-microbiana, os extractos etanolicos de urze e de
carqueja foram fraccionados por cromatografia em coluna tendo-se obtido varias
fracgdes que foram estudadas quanto a actividade anti-bacteriana, determinando os
valores de MIC pelo método de dilui¢do em agar. As Tabelas 22 e 23 mostram os
valores de MIC para as fraccdes dos extractos etanolicos de urze e de carqueja,

respectivamente.

As fracgdes do extracto etanolico de urze tém valores de MIC semelhantes ao valor
de MIC do extracto bruto, e encontram-se entre 1,25 e 2,5 mg/mL. As estirpes de S.
aureus e de B. cereus mostraram ser as estirpes mais sensiveis as fraccdes deste
extracto. De referir que também as estirpes de S. aureus resistentes a meticilina sdo
sensiveis a algumas fracgdes deste extracto, nomeadamente as frac¢des D e E. Pode
concluir-se que estirpes de S. aureus e de B. cereus, ambas bactérias Gram positivas,
sdo as mais sensiveis as fraccdes do extracto etandlico de carqueja. A maioria das

fraccdes deste extracto possui valor de MIC superior a 2,5 mg/mL.

Como referido anteriormente, também as fracgoes dos extractos etandlicos de urze e
de carqueja possuem valores de MIC muito superiores aos obtidos por outros grupos de
investigacdo, nomeadamente por Shan e seus colaboradores [47] no seu estudo dos

extractos metandlicos de P. cuspidatum.

Verifica-se que tanto os extractos etanolicos e aquosos brutos, como as fracgdes dos
extractos etanolicos de urze e de carqueja, possuem actividade anti-microbiana
reduzida, o que se traduz pelas pequenas dimensdes dos halos de inibi¢do produzidos
por estes extractos assim como pelos elevados valores de MIC dos extractos brutos e
respectivas fraccoes. Uma vez que os compostos com actividade anti-microbiana estao
maioritariamente localizados nas flores, e alguns nas folhas, seria necessdrio obter
diversos extractos dessas partes dos arbustos de forma a estudar a sua actividade anti-

microbiana.
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Tabela 22: Concentracdes Minimas Inibitérias das frac¢des do extracto etandlico de urze.

Fraccdes do Extracto Etanoélico de Urze — MIC (mg/mL)

Bactérias

Estirpes

D*

E *

F *

G*

H

1

J*

L *

Gram

Positivas

Staphylococcus
aureus

ATCC 25923

>2,5

2,5

2,5

2,5

1,25

2,5

2,5

>2,5

>2,5

2,5

2,5

>2,5

>2,5

>2,5

Bacillus cereus

ATCC 11771

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

2,5

2,5

2,5

>25

>2.5

1,25

1,25

>2.5

>2.5

>2.5

Enterococcus
faecalis

ATCC 29212

>2.5

2,5

2,5

2,5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

Gram

Negativas

Escherichia
coli

ATCC 25922

>2.5

>25

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

Klebsiella
pneumoniae

ATCC 13883

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

Salmonella
typhimurium

ATCC 13311

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

Pseudomonas
aeruginosa

ATCC 27853

>2.5

>2,5

>2,5

>2.5

>2.5

>2.5

>2.5

>2,5

>2,5

>2.5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

Resistentes
a

Meticilina

S. aureus
(MRSA —
10/08)

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

1,25

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

S. aureus
(MRSA —
12/08)

>2,5

>2,5

>2,5

2,5

2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

>2,5

ATCC - “American Type Culture Collection”

* Estas fracgdes precipitam apds adicdo do meio MHA.
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Tabela 23: Concentra¢cdes Minimas Inibitérias das fracgdes do extracto etanolico de carqueja.

Fraccdes do Extracto Etanélico de Carqueja — MIC (mg/mL)

Bactérias Estirpes A B C D E F G H I J L M N (0}
Staphylococcus

aureus 2,5 >2.5 >2.5 >2501>251 25 |>25>25) 25 | >2,5) >25 >2.5 >2.5 >2.5
ATCC 25923
Gram Bacillus cereus

Positivas | arcciirm | 725|725 | 225 | 125 [>25 ] 25 |>25[>25 | 125 | 25 [ 25 | >25 | 25 | >25

Enterococcus

Jaecalis >25 | >25 | >25 | >2,5>2,5 | >25 | >25|>25 | >25 | >25 | >25 | >2,5 | >25 | =25
ATCC 29212

Escherichia

coli >25 | >25 | >2,5 | >25 | >25 | >25>25>25|>25]>25| >25 | >2.5 | >2,5 | >2.5
ATCC 25922

Klebsiella

pneumoniae >2.5 >2.5 >2.5 >25 | >2,51>2,5]>2,5]>25]>25|>25]| >25 >2.5 >2.5 >25
Gram ATCC 13883

Negativas Salmonella

yphimurium | >3 5 | >25 | >25 | >25|>25|>25|>25>250>25>25] >2,5 | >25 | >25 | >25
ATCC 13311

Pseudomonas

aeruginosa >2.5 | >2,5 >25 | >2,5 | 325 ) >25 =25 =25 =25 >2,5] >2,5 >2.5 >2.5 >2.5
ATCC 27853

S. aureus

(MRSA - >25 | >25 | >25 | >25 |>25] 25 |>25|>25] 25 | >25] >25 | >25 | >25 | >25
10/08)

Resistentes

a

- S. aureus
Meticilina

(MRSA — >25 | >2,5 >25 | >25 | >25>2,5 25 >25]>25 25 >25 | >25 | >2,5 | >25
12/08)

ATCC - “American Type Culture Collection”
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CONCLUSOES GERAIS

Existe actualmente um elevado interesse na descoberta de novos compostos com
actividade antioxidante e anti-microbiana. Os compostos de natureza antioxidante
podem ser utilizados na medicina, no tratamento de patologias, como o cancro e as
doencas neurodegenerativas, que estdo relacionadas com o stresse oxidativo nos
humanos, em alternativa a terapéutica habitual. Por outro lado, podem ser utilizados
pela industria alimentar, na confec¢do de alimentos funcionais ou como substitutos dos
antioxidantes sintéticos, normalmente utilizados, que se podem acumular nas células e
terem efeitos toxicos a longo prazo. Quanto aos agentes anti-microbianos, podem da
mesma forma, ser utilizados no tratamento de infecgdes por microrganismos resistentes
aos antibidticos convencionais e por outro lado na industria alimentar na protec¢do dos
alimentos contra a deterioragdo provocada pelos microrganismos a fim de evitar o

numero crescente de intoxicagdes alimentares.

Estes novos compostos bioactivos podem ser obtidos a partir de um grande nimero
de produtos naturais, nomeadamente plantas, vegetais, frutas e legumes, entre outros.
De entre o vasto conjunto de constituintes activos das plantas, os fenodis e de um modo
particular os flavonoides tém sido amplamente estudados quanto as suas propriedades
antioxidantes e de sequestragdo de radicais livres, assim como na inibi¢do da
peroxidacdo lipidica. Tém também sido referidas as propriedades anti-microbianas
destes compostos, particularmente dos flavonoides, pois estes exercem nas plantas

ac¢do protectora contra microrganismos patogeénicos.

Como existem inumeras plantas consideradas “medicinais” usadas ao longo dos
tempos pelas populagdes, sob a forma de infusdes, decoccdes, cataplasmas e outras
preparagdes, para o tratamento de varias patologias, t€ém surgido varios estudos
cientificos que pretendem determinar quais os compostos presentes nas plantas
responsaveis pelas actividades antioxidante e anti-microbiana. Além disso, diversas
formas de extrac¢do, assim como, diferentes solventes, sdo estudados no sentido de

determinar quais as condigdes ideais de extrac¢ao destes novos compostos funcionais.

Com este trabalho pretendia-se avaliar as eventuais actividades antioxidante e anti-

microbiana de extractos de plantas que sdo usualmente utilizadas, nesta regido, no
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tratamento de algumas doengas ou apenas como tratamento sintomatico das mesmas.
Nomeadamente, a urze tem sido amplamente usada no tratamento das infecc¢des
urindrias, a carqueja tem sido utilizada pelos diabéticos e a giesta tem sido empregue
devido as suas propriedades antioxidante assim como devido ao efeito vasoconstritor e
hipertensor por ela provocado. Como na zona da Beira Baixa, de um modo particular na
Serra da Estrela, existem em grande quantidade, estas trés espécies de arbustos que
crescem espontaneamente, € como os residuos resultantes das podas frequentes ndo sao
valorizados, a ndo ser pelas centrais de biomassa, este trabalho pretendia acrescentar
valor a um conjunto de material bioldgico que a partida ndo tinha qualquer utilizagao
posterior. Neste sentido, e para comprovar a eficiéncia das preparagdes destas ervas que
sdo tradicionalmente administradas, fizeram-se extractos aquosos, sob a forma de
decocgdo, dos arbustos. Fez-se também outra extraccdo com etanol, solvente organico
amplamente utilizado para a extrac¢do de antioxidantes de materiais vegetais, para
assim se poderem comparar as propriedades antioxidantes e anti-microbianas com os

extractos aquosos.

Além de se terem determinado as actividades antioxidante e anti-microbiana dos
extractos, determinaram-se os fenois neles presentes, pois estes compostos estdo em
muitos casos directamente relacionados com as propriedades antioxidantes de diversas
amostras bioldgicas e a sua actividade anti-microbiana tem também sido referida, e os
flavonoides por serem um grupo de compostos que, pela sua estrutura quimica, possuem
propriedades de sequestracdo de radicais livres e assim contribuirem para a actividade

antioxidante.

Para a determinacdo dos fendis totais presentes nos extractos, utilizou-se o método
colorimétrico baseado na reac¢do destes compostos com o reagente de Folin-Ciocalteu,
um método aceite e utilizado nesta determinacdo. Verifica-se que o extracto que
apresenta uma maior concentra¢do em fendis totais € o extracto etandlico de giesta e,
pelo contrario, aquele que apresenta uma menor concentragdo em fendis totais € o
extracto aquoso de giesta. A analise dos resultados sugere que o solvente ndo influencia

de forma significativa a extrac¢ao dos fenois.

No caso dos flavonoides, utilizou-se o método da precipitacdo destes compostos

com o cloreto de aluminio. Neste caso, conclui-se que o etanol extrai mais flavonoides
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que a agua, o que mostra que o etanol ¢ o solvente preferivel para a extraccao de

flavonoides de amostras vegetais.

Para a determinacdo da actividade antioxidante dos extractos, foram utilizados trés
métodos distintos, dois dos quais baseados no DPPH e o terceiro método baseado na
inibicdo da oxidag¢do do B-caroteno pelos produtos da degradacao oxidativa do acido
linoleico. Conclui-se que todos os extractos apresentam actividade antioxidante
significativa. Demonstra-se também a importancia da utilizacdo de varios métodos na
determinagdo da actividade antioxidante dos extractos, assim sdo medidas diferentes
propriedades antioxidantes da mesma amostra, nomeadamente a sequestracdo de
radicais livres (DPPH) e a inibicao da peroxidacgdo lipidica (B-caroteno/acido linoleico),
pois um mesmo extracto pode conter compostos com diferentes modos de ac¢do da sua
actividade antioxidante. A utilizagdo de diferentes solventes na extrac¢ao, com
polaridades distintas, ¢ também importante, s6 assim se garante a extrac¢do de varios

compostos com variadas propriedades.

,

E possivel verificar uma correlacdo linear positiva entre a actividade antioxidante
dos extractos e o respectivo contetdo em fenois totais, sendo esta correlacdo mais
evidente nos extractos etandlicos. Indicando assim que os compostos fenolicos
presentes nos extractos estdo intimamente relacionados com a capacidade de
sequestracao de radicais livres por parte dos extractos. Pelo contrario, ndo se verifica
qualquer relagdo entre a actividade antioxidante e o teor em flavondides dos extractos,
indicando que os flavonoides, apesar de contribuirem para a actividade antioxidante ndo

estdo directamente relacionados com esta.

Os extractos estudados apresentam diferentes actividades antioxidantes dependendo
no método utilizado para a sua determinacao, sugerindo diferentes utilizagdes para os
mesmos. Por exemplo, extractos que revelaram actividade antioxidante semelhante ao
BHT (extracto etandlico de carqueja e extracto aquoso de giesta) podem ser utilizados
pela industria alimentar na producdo de alimentos, e os restantes extractos,
particularmente os extractos de urze, que possuem eleva actividade antirradicalar podem
ser aplicados no fabrico de alimentos funcionais e/ou na prevengao do stresse oxidativo
humano. Seria necessario, no entanto, fazer ensaios de citotoxicidade e/ou

genotoxicidade, pois os compostos presentes nos extractos podem ser toxicos quando
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ingeridos pelo Homem. Podia também determinar-se, por RMN ou GC-MS, qual ou

quais os compostos com actividade presentes nos extractos.

Relativamente a actividade anti-microbiana, os extractos estudados ndo apresentam
actividade anti-fingica. Quanto a actividade anti-bacteriana, os extractos etanolicos
possuem maior actividade do que os extractos aquosos, cujos valores de MIC sdao muito
superiores. A actividade anti-bacteriana exercida pelos extractos ¢ essencialmente sobre

as bactérias Gram positivas.

O facto da actividade anti-microbiana dos extractos ser muito reduzida deve-se
essencialmente ao facto de os compostos com actividade anti-microbiana encontrados
nas plantas, principalmente os taninos, se encontrarem maioritariamente nas flores.
Como os extractos estudados foram feitos a partir do conjunto das partes aéreas dos
arbustos, incluindo as flores, os compostos anti-microbianos encontram-se em
quantidades diminutas. Por isso, seria importante, extrair estes compostos utilizando
apenas uma amostra das flores de cada um dos arbustos e depois determinar a actividade
anti-microbiana destes extractos, que seria necessariamente maior. Depois podia ainda
fazer-se um estudo semelhante mas com extractos das folhas do arbusto e comparar a

actividade anti-microbiana deste extracto com o das flores.

Um outro factor a tem em conta, seria a forma de extraccdo e os solventes
utilizados. Neste trabalho os extractos aquosos foram feitos por decoccdo, segundo este
método, as elevadas temperaturas podem destruir/inactivar compostos funcionais,
podiam pois, fazer-se extractos por maceragdo, eliminando-se deste modo a
temperatura. Podia também estudar-se a eficiéncia de outros solventes organicos,
nomeadamente, o metanol, o acetato de etilo, o cloroféormio, entre outros, na extrac¢ao

de compostos com actividade antioxidante e /ou actividade anti-microbiana.

Os extractos aquosos foram centrifugados e os respectivos pellets foram rejeitados,
tinha sido importante determinar a sua actividade antioxidante, pois o pellet resultante
da centrifugagdo dos extractos aquosos era constituido por particulas de pequenas
dimensdes que poderiam pertencer as folhas e as flores, locais onde se encontram os

compostos activos em grandes quantidades.
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1. Determinacio da actividade antioxidante
1.1. Método do DPPH — Versao 1

No ponto 4.1. (Método do DPPH — Versao 1) do capitulo III. (Resultados e
Discussdo), ¢ exemplificada a determina¢do da actividade antioxidante do Extracto
Etandlico de Urze segundo o método 1 do DPPH. De seguida serdo apresentados os
graficos e os célculos necessarios para a determinacao da actividade antioxidante dos

restantes extractos e das substancias-padrao, segundo este método.

1.1.1. Extracto aquoso de urze

Extracto Aquoso de Urze
100 B
e
P [extracto]
. 90 3 "‘QQQ‘QQQQQQ‘"""“"’.."““""\“"Q/"QQ
= G (ug/mL)
8 « = Orp
2 80 - ’ TS =4=250
: SRR —me000
e 70 =150
E =>e=100
a 4
= 60 #=50
° 25
50 -
40 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 1: Comportamento cinético do DPPH na presenca do extracto aquoso de urze.
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Para T = 60 minutos:

% DPPH remanescente vs [extracto]
120 -
2 100 -
=
3
g 80 -
=
£
60 -
;’3 y = 0.000x2 - 0.277x + 103.8
R2=0.997
& 40 -
a
X 20
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[extracto] (ug/mL)

Figura 2: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fun¢do da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 277,170 ng/mL

ECso= 277,170 pg/mL

Assim sendo, a concentragdo eficiente do extracto aquoso de urze, isto €, a

concentracdo necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50 % ¢

277,170 pg/mL.
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Tempo vs [extracto]
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Figura 3: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estaciondrio, em fun¢@o da concentracao

de extracto.

Tempo vs [extracto]

o)
(e}
)

()]
(e}
1

= 40 -
g y =20.40In(x) - 54.90
= R?=0.995
g_ 30 4
g
= 20 -
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O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[extracto] (ug/mL)

Figura 4: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.
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Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECS() — Tgcs0 = 59,886 minutos
TEcso= 59,886 minutos

Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracdo inicial de DPPH
decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o extracto aquoso de urze ¢ de 59,886

minutos.
Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1
" ECsy X Tgeso 277,170 X 59,886

AE =6,02%x 107>

1.1.2. Extracto etanoélico de carqueja

Extracto Etanolico de Carqueja

100

95 [extracto]
o L1<
T 0 TIDesssssmamse o i aieeRReoN  (up/mL)
2 S T e ——250
S 80 - ~8-200
S 75 - 4150
z 70 - =100
& 65 - “¥=50
a
260 - =25

55 -

50 . : : : . .

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 5: Comportamento cinético do DPPH na presenca do extracto etanolico de carqueja.
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Para T = 60 minutos:

% DPPH remanescente vs [extracto]

100 -

90 -
%]
§ 80 -~
z y=-0.000x2 + 0.071x + 87.83
g 60 R>=0.978
g 50 -
o
= 40 -
»
= 30 A
2 20

10

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[extracto] (ug/mL)

Figura 6: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fun¢do da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equacao da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 266,394 ng/mL

ECso=266,394 pg/mL

Assim sendo, a concentragado eficiente do extracto etandlico de carqueja, isto ¢, a
concentragdo necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50 % ¢

266,394 pg/mL.
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Tempo (min)
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Figura 7: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estaciondrio, em fun¢@o da concentracao

de extracto.
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Figura 8: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.
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Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECS() — Tgcs0 = 58,986 minutos

TEcso= 58,986 minutos

Assim sendo, o tempo necessdrio para que a concentragdo inicial de DPPH
decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o extracto etandlico de carqueja € de

58,986 minutos.

Calculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1
" ECsy X Tgeso 266,394 X 58,986

AE =6,36 X 107°

1.1.3. Extracto aquoso de carqueja

Extracto Aquoso de Carqueja
100 W

[extracto]

(ng/mL)
——250
=3-200
=h=150
=>=100
—=¥=5()

025

% DPPH remanescente

5 0 T T T T T 1

Tempo (min)

Figura 9: Comportamento cinético do DPPH na presenca do extracto aquoso de carqueja.
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Para T = 60 minutos:

% DPPH remanescente vs [extracto]

80 -
@ 70
g 60 -
g y =0.000x2 - 0.112x + 76.64
g 501 R2=0.991
g 40 -
L
T 30 -
[-"
2 20 -
2

10 -

0 T T T T T 1
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Figura 10: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungdo da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equacao da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 335,982 ng/mL

ECso= 335,982 pg/mL

Assim sendo, a concentracdo eficiente do extracto aquoso de carqueja, isto ¢, a
concentragdo necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50 % ¢

335,982 ng/mL.
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Tempo vs [extracto]
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==
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Figura 11: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracdo de extracto.

Tempo vs [extracto]
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Figura 12: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.

150



Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECs9p — Tgcso = 63,471 minutos
Tgcso= 63,471 minutos

Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracao inicial de DPPH
decresca 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o extracto aquoso de carqueja € de 63,471

minutos.
Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1

= = = 4,69 x 1075
ECso X Treso 335,982 X 63,471

AE

1.1.4. Extracto etanolico de giesta

Extracto Etanolico de Giesta
100 & [extracto]

2 95 (ng/mL)
§ =250
5]
= 90 - —==200
5 150
- 85
& ===100
_ 80 - =30
& 25

75 -

70 T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 13: Comportamento cinético do DPPH na presenca do extracto etandlico de giesta.
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Para T = 60 minutos:

% DPPH remanescente vs [extracto]

120 -
D
= 100 -
§ \
= 80 - ¢ ~ X
g y = 5E-05x2 - 0,1076x + 99,167 R
2 60 | R2 = 0,9958
>
o 40 -
a
J
e\ 20 -

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[extracto] (ug/mL)

Figura 14: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungdo da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equacao da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 658,345 ng/mL

ECso= 658,345 pg/mL

Assim sendo, a concentracdo eficiente do extracto etandlico de giesta, isto ¢, a
concentragdo necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50 % ¢

658,345 ng/mL.
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Tempo vs [extracto]
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Figura 15: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracdo de extracto.
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Figura 16: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.
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Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECs9p — Tgcso = 61,632 minutos

Tgcso= 61,632 minutos

Assim sendo, o tempo necessdrio para que a concentracdo inicial de DPPH
decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o extracto etandlico de giesta € de 61,632

minutos.
Calculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1
" ECsy X Tgeso 658,345 X 61,632

AE =2,46x107°

1.1.5. Extracto aquoso de giesta

Extracto Aquoso de Giesta

100 &

98 -

[extracto]

96 -

94 - (ug/mL)
ié ! =250
292 w =200
g 150
g 90 - ===100
) =50
Z 88 - 35
= 2
& 86 -

a
X84 - 0000000000000 ttttan
82 T T T T T 1
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Tempo (min)

Figura 17: Comportamento cinético do DPPH na presenca do extracto aquoso de giesta.
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Para T = 60 minutos:

% DPPH remanescente vs [extracto]

94 -

92 -
2
$ 90 -
3
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Figura 18: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungdo da

concentracdo de extracto. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,,, = 50, calcula-se a concentracdo de extracto

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [extracto] = 768,270 ng/mL

ECso= 768,270 pg/mL

Assim sendo, a concentracdo eficiente do extracto aquoso de giesta, isto ¢, a
concentracdo necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50 % ¢

768,270 ng/mL.
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Tempo vs [extracto]
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Figura 19: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungéo da

concentracdo de extracto.
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Figura 20: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.
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Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECS() — Tgcs0 = 39,632 minutos

TEcso= 39,632 minutos

Assim sendo, o tempo necessdrio para que a concentragdo inicial de DPPH
decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o extracto aquoso de giesta ¢ de 39,632

minutos.

Calculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1

AE = = =3,28x107°
ECso X Tgcso 768,270 % 39,632
1.1.6. Rutina
Rutina
100
90 { [rutina]
g 80 A.::i::::i:::i:::::: AAAAAAAA
§ 70 1k o "'vv-.:::::::::::::::::::::::;¢ AAAAAA (ng/mL)
2 T s e« . T ——
§ 60 18 yyyyy’”Yny?r;f!c:(i;éiixxxxxxxxxxx 250
§ 50 1R YYXXYYYYYYy);;;?(;((;_;_é\ +200
E 40 n N +150
E 30 - =>¢=100
X 20 - =#=350
10 - v =25
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 21: Comportamento cinético do DPPH na presenca da rutina.
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Para T = 60 minutos:

Rutina

100 -
90 -
80 -
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60 -
50 A
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y=0.001x? - 0.680x + 102.5
R>=0.990

% DPPH remanescente
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[rutina] (ug/mL)

Figura 22: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungdo da

concentracao de rutina. Este grafico permite calcular ECsy.

Para uma % DPPH;.,, = 50, calcula-se a concentra¢do de rutina correspondente,

a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
% DPPH;epy = 50 — [rutina] = 92,285 pg/mL

ECso= 92,285 pg/mL

Assim sendo, a concentragdo eficiente da rutina, isto €, a concentra¢do necessaria para

decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50 % ¢ 92,285 pg/mL.
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Figura 23: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracao de rutina.
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Figura 24: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcs.

Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equacao da curva do grafico anterior:
ECs0 — Tgcso = 45,095 minutos

Tkcso= 45,095 minutos
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Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracao inicial de DPPH

decresga 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para a rutina € de 45,095 minutos.

Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1
AE = = = 2,40 x 10~*
ECsy X Tgeso 92,285 x 45,095
1.1.7. Trolox
Trolox
100
90
[trolox]
2 80
g 70 (ng/mL)
% 60_ 'Aviiiii:t::::::::t:::::3:333233:::::3:3:3:33333:2::33:::: 250
§ 50 ~8-200
= \ ==150
a 40 T
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10 - l. ..........................................
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Figura 25: Comportamento cinético do DPPH na presenga do trolox.
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Para T = 60 minutos:

Trolox
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)
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Figura 26: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em funcdo da

concentracdo de trolox. Este grafico permite calcular ECs,.

Para uma % DPPH,.,, = 50, calcula-se a concentracdo de trolox correspondente,

a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
% DPPH;em = 50 — [trolox] = 57,925 pg/mL

ECso= 57,925 pg/mL

Assim sendo, a concentracao eficiente do trolox, isto €, a concentragdo

necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPH em 50 % ¢ 57,925 pg/mL.

Trolox
25 4 .
£ 20 A ° &
% 15 - N e ¢
<% i
g 10
RN
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[trolox] (ug/mL)

Figura 27: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracdo de trolox.
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Trolox
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Figura 28: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcs.

Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:
ECs0 — Tgcso = 15,632 minutos

TECSO: 15,632 minutos

Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracdo inicial de DPPH

decresca 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o trolox € de 15,632 minutos.

Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1

- = =1,10 x 1073
ECsy X Tgesg 57,925 X 15,632

AE
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1.1.8. Acido Galico
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Figura 29: Comportamento cinético do DPPH na presenca do acido galico.

Para T = 60 minutos:
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Figura 30: % DPPH remanescente, para tempo reaccional igual a 60 minutos, em fungdo da

concentracao de acido galico. Este grafico permite calcular ECs.
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Para uma

% DPPH,., = 50, calcula-se a concentragdo de &cido galico

correspondente, a partir da equagdo da curva do grafico anterior:

Assim sendo, a concentracdo eficiente do acido galico, isto €, a concentragao

% DPPH,p, = 50 — [trolox] = 8,542 pg/mL

ECso= 8,542 pg/mL

necessaria para decrescer a concentra¢ao inicial de DPPH em 50 % ¢ 8,542 pg/mL.
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Figura 31: Tempo reaccional, ao qual se atinge o estado estacionario, em fungdo da

concentracao de 4cido galico.
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Figura 32: Zona crescente do grafico anterior. Este grafico permite calcular Tgcso.




Para a concentracdo eficiente, ECsy, calcula-se o tempo reaccional

correspondente, a partir da equagdo da curva do gréfico anterior:
EC50 — Tgcs0 = 33,160 minutos
Tgcso= 33,160 minutos

Assim sendo, o tempo necessario para que a concentracao inicial de DPPH

decresca 50 % (tempo eficiente — Tgcso), para o acido galico ¢ de 33,160 minutos.

Célculo da eficiéncia antirradicalar (AE):

1 1

= - = 3,53 x 1073
ECso X Tgeso 8,542 % 33,160

AE

1.2. Método do DPPH — Versao 2

Como no ponto 4.2. (Método do DPPH — Versao 2) do capitulo III. (Resultados e
Discussdo) s6 sdo apresentados os calculos da actividade antioxidante do Extracto
Etanodlico de Urze, sdo aqui apresentados os graficos e os calculos necessarios para a
determinagdo dos parametros da actividade antioxidante para os restantes extractos e

para as substancias utilizadas como padrao, segundo o método 2 do DPPH.

1.2.1. Extracto aquoso de urze

[DPPH|=0,2 mM
9 -
g | y=1.038x - 0.125
2=0.999
7 -
g 6 y=1.090x +0.174
2 5 2=0.989
Z 4
2 3 - y=1.100x + 0.188
7 - R?=0.994
1 -
0 T T T 1
0 2 4 6 8
[extracto aquoso de urze],, ... (Mg/L)

Figura 33: Extracto aquoso de urze, para [DPPH]=0,2 mM.
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Tabela 1: Parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) do extracto aquoso de urze para

[DPPH]=0,2 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

48,258 45,707 45,246 46,404 + 1,622
Média = Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
1,739 1,841 1,861 1,814 + 0,065
[DPPH]=0,1242 mM
14 -
y=1.604x + 0.871
12 1 R>=0.995
s 107 [y=1.603x+0732
O —
2 8 - R2=0.998
= 6 y = 1.702x +0.299
Sy R2=0.995
2 -
0 . .
0 2 6
[extracto aquoso de urze],,, .gqu. (Mg/L)

Figura 34: Extracto aquoso de urze, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 2: Pardmetros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do extracto aquoso de urze para

[DPPH]=0,1242 mM.

IC50 - A (mg/L)

IC5-B (mg/L)

IC50 -C (mg/L)

Média £ Desvio

Padrao (mg/L)

30,613 30,734 29,192 30,180 + 0,857
Média £+ Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
1,607 1,599 1,680 1,629 £ 0,045
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[DPPH|=0,08 mM
16 -
14 1 |y=1722x+0.336
2 =
. 1 - R?=0.994
| 10 4 [y=1987x+0.091
2 g - R?>=0.995
=
(5=
£ 6
o4 y = 1.829x + 0.460
5 | R>=0.998
0 T T T 1
0 2 4 6 8
[extracto aquoso de urze],, .., (Mg/L)

Figura 35: Extracto aquoso de urze, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 3: Parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) do extracto aquoso de urze para

[DPPH]=0,08 mM.

Média £ Desvio
ICs59 — A (mg/L) ICs9— B (mg/L) IC5¢ — C (mg/L)

Padrao (mg/L)
28,841 25,116 27,086 27,014 £ 1,863
Média £ Desvio
AAI - A AAI -B AAI-C
Padrao
1,609 1,852 1,716 1,726 £ 0,121

Tabela 4: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICsy, e AAI) do aquoso de urze.

Média + Desvio Padrao Actividade antioxidante

ICs9 (mg/L) 34,533 + 1,448

FORTE

AAI 1,723 £ 0,077

E necessaria uma concentragdo de 34,533 mg/L de extracto aquoso de urze para

promover 50 % de percentagem de inibigao.

Como base no AAI, conclui-se que o extracto aquoso de urze tem uma

actividade antioxidante forte.
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1.2.2. Extracto etanoélico de carqueja

[DPPH]=0,2 mM

457 |y=0.586x-0.203
47 R>=0.996

3 4 |y=0.595x +0.370
R>=0.993

% Inibicao
N
(9]

y = 0.554x + 0.320
R>=0.989

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

[extracto etandlico de carqueja],, ... (Mg/L)

Figura 36: Extracto etandlico de carqueja, para [DPPH]=0,2 mM.

Tabela 5: Parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) do extracto etandlico de carqueja

para [DPPH]=0,2 mM.

Média + Desvio

ICs59 — A (mg/L) ICs9— B (mg/L) IC5¢ — C (mg/L)
Padrao (mg/L)

85,570 83,285 90,700 86,518 + 3,797

Média £ Desvio

AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
1,028 1,061 0,973 1,021 £ 0,044
[DPPH]=0,1242 mM
7 -
6 - |y=0912x+0.127
R?=0.998
2 2
._‘é“ 4 4 |y= 0.2906x +0.537
E 3 =0.995
< 5 y =0.947x + 0.197
R?>=0.994
1 -
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[extracto etanolico de carquejal,, .qu. (Mg/L))

Figura 37: Extracto etandlico de carqueja, para [DPPH]=0,1242 mM.
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Tabela 6: Parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) do extracto etandlico de carqueja

para [DPPH]=0,1242 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

54,679 54,576 52,573 53,943 + 1,188
Média + Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
0,970 0,974 1,011 0,985+ 0,023
[DPPH]=0,08 mM
9 -
g - y=1.215x+0.510
7 R>=0.991
g 61 [y=1.197x+0831
S 5 R?=0.991
= 4 y=1.219x + 0.806
X 3 R?>=0.979
2 -
1 -
0 T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7
[extracto etandlico de carqueja],,, .qu. (Mg/L)

Figura 38: Extracto etanolico de carqueja, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 7: Parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) do extracto etandlico de carqueja

para [DPPH]=0,08 mM.

IC50 - A (mg/L)

IC5-B (mg/L)

IC50 -C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

40,709 41,053 40,349 40,704 + 0,352
Média £ Desvio
AAl - A AAI -B AAI -C
Padrao
0,911 0,906 0,920 0,912 + 0,007
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Tabela 8: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICsy ¢ AAI) do extracto etanolico

de carqueja.

Média + Desvio Padrao

Actividade antioxidante

ICs9 (mg/L) 60,388 + 1,779

AAI 0,973 + 0,025

MODERADA

E necessaria uma concentragio de 60,388 mg/L de extracto etandlico de

carqueja para promover 50 % de percentagem de inibicao.

Como base no AAI, conclui-se que o extracto etandlico de carqueja tem uma

actividade antioxidante moderada.

1.2.3. Extracto aquoso de carqueja

[DPPH]=0,2 mM

y=0.863x - 0.257
R>=0.993

y=0.955x-0.017
R?=10.985

% Inibicao

y=0.974x - 0.416
R2=10.988

S = DD W B~ U &N
1

[extracto aquoso de carqueja]

(mg/L)

na célula

Figura 39: Extracto aquoso de carqueja, para [DPPH]=0,2 mM.
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Tabela 9: Parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) do extracto aquoso de carqueja

para [DPPH]=0,2 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

58,195 52,330 51,735 54,087 + 3,570
Média £ Desvio
AAl - A AAI -B AAI-C
Padrao
1,291 1,442 1,453 1,395+ 0,091

[DPPH]=0,1242 mM

y = 1.208x + 0.297
R>=0.992

y=1.22x + 0.440
R2=10.990

y=1.199x + 0.242
R?=0.997

% Inibicao
S = NN W B W N J 0O
1

[extracto aquoso de carqueja],, .su. (Mg/L)

Figura 40: Extracto aquoso de carqueja, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 10: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do extracto aquoso de carqueja

para [DPPH]=0,1242 mM.

ICs59 — A (mg/L)

ICs9— B (mg/L)

IC59 — C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

41,124 40,623 41,472 41,073 £0,427
Média £ Desvio
AAl - A AAI -B AAl -C
Padrao
1,340 1,360 1,330 1,344 £ 0,015
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[DPPH]=0,08 mM
12 ~
10 - |y=1432x+1.236
R?=0.985
lg 8 -
o y=1.406x +1.272
I R?=0.983
=
X 4 -
y=1.503x + 1.088
7 - R?=0.980
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[extracto aquoso de carqueja],, .su. (Mg/L)

Figura 41: Extracto aquoso de carqueja, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 11: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do extracto aquoso de carqueja

para [DPPH]=0,08 mM.

Média + Desvio

ICs59 — A (mg/L)

ICs9— B (mg/L)

IC5¢ — C (mg/L)

Padrao (mg/L)

34,032 34,634 32,543 33,736 £ 1,077
Média + Desvio
AAI- A AAI -B AAIl -C
Padrao
1,138 1,119 1,189 1,148 + 0,036

Tabela 12: Resumo dos
parametros da actividade

antioxidante (ICs, e AAI) do

Média + Desvio Padrao Actividade antioxidante

extracto aquoso de carqueja.

ICsy (mg/L) 42,965 + 1,691

FORTE
AAI

1,296 + 0,047

E necessaria uma concentragdo de 42,965 mg/L de extracto aquoso de carqueja

para promover 50 % de percentagem de inibicao.

Como base no AAI, conclui-se que o extracto aquoso de carqueja tem uma

actividade antioxidante forte.
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1.2.4.

Extracto etandlico de giesta

[DPPH]=0,2 mM

[extracto etandlico de giesta],, .., (Mg/L)

47 |y=0.506x - 0.422
3.5 1 R2=0.972
e 37
'S 254 |y=0.561x+0.034
2 9. R2=0.987
=
= 15 -
N
1 - y = 0.546x + 0.088
0.5 - R2=0.992
0 T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7

Figura 42: Extracto etanolico de giesta, para [DPPH]=0,2 mM.

Tabela 13: Pardmetros da actividade antioxidante (ICsy e AAI) do extracto etanolico de giesta

para [DPPH]=0,2 mM.

IC5() —-A (mg/L)

IC50 -B (mg/L)

IC5 - C (mg/L)

Média £ Desvio

Padrao (mg/L)

99,609 88,970 91,314 93,298 + 5,590
Média + Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
0,824 0,927 0,904 0,885 £ 0,054
[DPPH]=0,1242 mM
6 -
y =0.803x + 0.300
3 R2=0.996
= 4
S y=0.810x + 0.349
2 3 - R2=0.999
=
X 2
° y =0.846x + 0.136
1 - R2=0.997
0 T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7
[ectracto etandlico de giesta],, .4, (Mg/L)

Figura 43: Extracto etandlico de giesta, para [DPPH]=0,1242 mM.
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Tabela 14: Parametros da actividade antioxidante (ICsy € AAI) do extracto etanolico de giesta

para [DPPH]=0,1242 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

61,838 61,267 58,905 60,670 + 1,555
Média = Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
0,851 0,860 0,892 0,867 + 0,022
[DPPH]=0,08 mM
9 -
8 1 |y=1.171x+0.070
7 R?>=0.994
" 6 - —
25 y=1.178x + 0.373
= -
E 4 R?=0.998
° 3 - y=1.176x +0.382
T R>=0.997
1 -
0 T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7
[extracto etandlico de giesta],, ... (Mg/L)

Figura 44: Extracto etandlico de giesta, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 15: Parametros da actividade antioxidante (ICsy ¢ AAI) do extracto etanolico de giesta

para [DPPH]=0,08 mM.

IC50- A (mg/L)

IC5-B (mg/L)

IC50 -C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

42,620 42,117 42,184 42,307 £0,273
Média £ Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
0,831 0,842 0,842 0,838 £ 0,006
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Tabela 16: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) do extracto

etandlico de giesta.

Média + Desvio Padrao

Actividade antioxidante

ICs (mg/ L)

65,425 + 2,473

MODERADA

AAI

0,863 £ 0,027

E necessaria uma concentragio de 65,425 mg/L de extracto etandlico de giesta

para promover 50 % de percentagem de inibigao.

Como base no AAI, conclui-se que o extracto etandlico de giesta tem uma

actividade antioxidante moderada.

1.2.5. Extracto aquoso de giesta

[DPPH|=0,2 mM
25 - |y=0274x-0.231
R?=10.980
s 27
S 1s 4 1Y 0.278x + 0.208
= R?=0.945
=1
X s y =0.303x + 0.098
' R?=0.997
O ’ T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[extracto aquoso de giesta],, .. (Mg/L)

Figura 45: Extracto aquoso de giesta, para [DPPH]=0,2 mM.
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Tabela 17: Parametros da actividade antioxidante (ICsy e AAI) do extracto aquoso de giesta

para [DPPH]=0,2 mM.

Média + Desvio
IC50— A (mg/L) IC5 - B (mg/L) IC5—-C (mg/L)
Padrao (mg/L)
183,059 179,106 164,421 175,529 + 9,821
Média + Desvio
AAIL - A AAI-B AAI-C
Padrao
0,429 0,440 0,480 0,450 + 0,027
[DPPH]=0,1242 mM
3.5 1
N e 0.459x - 0.302
R>=10.988

. 2:5 y =0.451x - 0.068

S 2 R>=0.988

2

E 1.5 - >

S 1 v = 0.435x + 0.150

0.5 1 R2=0.996
0 T T T 1
050 1 2 3 4 5 6 7
[extracto aquoso de giesta] , ... (Mg/L)

Figura 46: Extracto aquoso de giesta, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 18: Parametros da actividade antioxidante (ICsy e AAI) do extracto aquoso de giesta

para [DPPH]=0,1242 mM.

ICs59 — A (mg/L)

ICs9— B (mg/L)

IC59 — C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)

109,495 110,869 114,360 111,575+ 2,508
Média £ Desvio
AAl - A AAI -B AAl -C
Padrao
0,458 0,453 0,439 0,450 + 0,010
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[DPPH]=0,08 mM
5 -
y=0.720x - 0.413 &

c 4 R>=0.986
S 3 - y = 0.652x - 0.157
2 R? =0.996
ol 2 .
X

| y=0.661x-0.013

R?=0.993
0 T T T T T 1
0 1 2 4 5 6 7
[extracto aquoso de giesta]na célula (mg/L)

Figura 47: Extracto aquoso de giesta, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 19: ParAmetros da actividade antioxidante (ICsy e AAI) do extracto aquoso de giesta

para [DPPH]=0,08 mM.

IC50 - A (mg/L)

IC50 -B (mg/L)

IC5 - C (mg/L)

Média £ Desvio

Padrao (mg/L)
69,961 76,834 75,641 74,145 + 3,672
Média + Desvio
AAl - A AAI -B AAI-C
Padrao
0,483 0,440 0,448 0,457 £ 0,023

Tabela 20: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) do extracto aquoso

de giesta.

Média + Desvio Padrao

Actividade antioxidante

ICs (mg/ L)

120,416 £ 5,334

AAI

0,452 + 0,020

POBRE

E necessaria uma concentracio de 120,416 mg/L de extracto aquoso de giesta

para promover 50 % de percentagem de inibigao.

Como base no AAI conclui-se que o extracto aquoso de giesta tem uma

actividade antioxidante pobre.
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1.2.6. Rutina
[DPPH]=0,2 mM
50 -
15 | |y=2.943x+1.546
3(5) 1 [y=3286x+1.514
55 | R2=0.977

% Inibicao

20 -
15 A y=2.905x +2.672
10 - R2=0.978
51 @
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[rutina] na célula (mg/L)

Figura 48: Rutina, para [DPPH]=0,2 mM.

Tabela 21: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) da rutina para [DPPH]=0,2mM.

IC59 — A (mg/L)

ICs9— B (mg/L)

IC5¢ — C (mg/L)

Média + Desvio

Padrao (mg/L)

16,462 14,755 16,291 15,836 + 0,940
Média £ Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
4,509 5,047 4,576 4711+ 0,293
[DPPH|=0,1242 mM
90 -
80 1 |y=5.276x +3.100
o 101 R>=0.99
'S 60 -
= 50 - y=6.248x + 0.674
E 40 - 2=0.994
X 30 - y=5.990x + 1.251
20 1 R2=0.991
10 -
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[rutina] na célula (mg/L)

Figura 49: Rutina, para [DPPH]=0,1242 mM.
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Tabela 22: Parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) da rutina para [DPPH]=0,1242

Média + Desvio
IC50 - A (mg/L) IC5 - B (mg/L) IC5—-C (mg/L)
Padrao (mg/L)
8,888 7,895 8,138 8,307+ 0,518
Média + Desvio
AAI - A AAI-B AAI-C
Padrao
5,454 6,153 5,976 5,861 + 0,363
[DPPH]=0,08 mM
120 -
y=7.109x + 1.718
100 R2=0.993

=}

g 807 [y=7572x+2581

.ﬁ 60 - R?=0.988

£ 407 y =7.001x + 5.468

20 - R>=0.989
O T T T T 1
0 2 4 8 10 12 14
[rutina] na célula (mg/L)

Figura 50: Rutina, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 23: Parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) da rutina para [DPPH]=0,08

IC50- A (mg/L)

IC5-B (mg/L)

IC50 -C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)
6,792 6,262 6,360 6,471 £ 0,282
Média £ Desvio
AAI-A AAI-B AAI-C
Padrao
5,539 6,005 5,906 5,817 £ 0,246
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Tabela 24: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) da rutina.

Média £+ Desvio Padrao Actividade antioxidante

ICs9 (mg/L) 10,205 + 0,580

MUITO FORTE
AAI 5,463 + 0,301

E necessaria uma concentragio de 10,205 mg/L de rutina para promover 50 %

de percentagem de inibigao.

Como base no AAI, conclui-se que a rutina tem uma actividade antioxidante

muito forte.

1.2.7. Trolox

[DPPH]=0,2 mM

16 -
14 | [y=5700x+0.119
" R2 = 0.995
2 10 1 [y=5.819x+0.033
Z ¢ R2 = 0.995
=
X

61 y=5.702x + 0.945
47 R2=0.997
2 -
O T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3
[trOIOX] na célula (mg/L)

Figura 51: Trolox, para [DPPH]=0,2 mM.

Tabela 25: Pardmetros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do trolox para [DPPH]=0,2 mM.

Média £ Desvio
IC59— A (mg/L) ICs59— B (mg/L) IC59 — C (mg/L)

Padrao (mg/L)
8,750 8,585 8,603 8,646 + 0,090
Média + Desvio
AAl - A AAI -B AAI -C
Padrao
7,295 7,442 7,483 7,407 £ 0,099
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[DPPH]=0,1242 mM
18 -
16 - y=6.767x - 0.163 4]
14 - R2=0.993
g 127 [y=6.648x+0.127
= 10 - R2=0.992
= 8-
X 6 - y=6.712x +0.116
4 - R2=0.994
2 -
0 41 : : , . , .
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
[trolox],, cqu. (MgE/L)

Figura 52: Trolox, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 26: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do trolox para [DPPH]=0,1242
mM.

Média + Desvio
IC50 - A (mg/L) IC5-B (mg/L) IC5 - C (mg/L)

Padrao (mg/L)
7,412 7,502 7,431 7,448 + 0,047
Média = Desvio
AAL- A AAI-B AAI-C
Padrao
7,186 7,106 7,175 7,156 + 0,043
[DPPH|=0,08 mM
30 -
y=9.443x +0.118
25 - R2=0.991
£ 201 [y=9780x - 0.425
2 15 - R2=0.993
=
N -
s 10 v =9.517x + 0.696
5 R2 = 0.986
0 - T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
[tl‘OlOX] na célula (mg/L)

Figura 53: Trolox, para [DPPH]=0,08 mM.
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Tabela 27: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do trolox para [DPPH]=0,08
mM.

Média = Desvio
IC50 - A (mg/L) IC5 - B (mg/L) IC5—-C (mg/L)

Padrao (mg/L)
5,282 5,156 5,180 5,206 + 0,067
Média £ Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
6,879 7,019 7,058 6,985 + 0,094

Tabela 28: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICs, e AAI) do trolox.

Média = Desvio Padriao Actividade antioxidante

ICs9 (mg/L) 7,100 + 0,083

MUITO FORTE

AAI 7,183 £ 0,079

E necessaria uma concentragdo de 7,100 mg/L de trolox para promover 50 % de

percentagem de inibicdo.

Como base no AAI conclui-se que o trolox tem uma actividade antioxidante

muito forte.

1.2.8. Acido Galico

[DPPH|=0,2 mM
80 -
70 | |y=18.56x+1.276
2 —
- 60 - R2=0.998
'S 50 1 |y=18.94x+1.132
= 40 - R2=0.999
< 301
720 - y=18.92x + 1.262
104 R2=0.999
0 - T T T 1
0 1 2 3 4
[{lCidO gélico]na célula (mg/L)

Figura 54: Acido galico, para [DPPH]=0,2 mM.

182




Tabela 29: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do acido galico para

[DPPH]=0,2 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)
2,624 2,579 2,576 2,593 + 0,027
Média £ Desvio
AAL-A AAI-B AAI-C
Padrao
30,512 31,237 31,340 31,030 + 0,452
[DPPH|=0,1242 mM
60 -
y =28.60x + 1.325 2
50 1 R?=0.999
g 40 -
2 y=28.72x + 1.551
E 30 4 R2=0.999
® 201 y=28.77x + 1.539
10 - e R2=0.999
0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2
[acido galico],,, cguia (ME/L)

Figura 55: Acido galico, para [DPPH]=0,1242 mM.

Tabela 30: Parametros da actividade antioxidante (ICs, e AAI) do acido galico para

[DPPH]=0,1242 mM.

IC50- A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC50 -C (mg/L)

Média + Desvio

Padrao (mg/L)
1,702 1,687 1,684 1,691 + 0,009
Média £ Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
31,525 31,819 31,922 31,755+ 0,206
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[DPPH]=0,08 mM
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Figura 56: Acido galico, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 31: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) do acido galico para

[DPPH]=0,08 mM.

ICs59— A (mg/L)

ICs9— B (mg/L) IC5¢ — C (mg/L)

Média + Desvio

Padrao (mg/L)
1,135 1,129 1,140 1,135+ 0,005
Média £ Desvio
AAIl - A AAI-B AAI-C
Padrao
29,493 29,434 29,227 29,385 £ 0,140

Tabela 32: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) do acido galico.

Média + Desvio Padrao

Actividade antioxidante

ICs¢ (mg/L)

1,806 + 0,020

AAI

30,723 £ 0,266

MUITO FORTE

E necessaria uma concentra¢io de 1,806 mg/L de acido galico para promover 50

% de percentagem de inibi¢ao.

Como base no AAI, conclui-se que o 4cido galico tem uma actividade

antioxidante muito forte.
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1.2.9. Quercetina

[DPPH]=0,2 mM
100 ~
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Figura 57: Quercetina, para [DPPH]=0,2 mM.

Tabela 33: Pardmetros da actividade antioxidante (ICsy € AAI) da quercetina para [DPPH]=0,2

mM.

IC5() —-A (mg/L)

IC50 -B (mg/L)

IC5 - C (mg/L)

Média £ Desvio

Padrao (mg/L)
6,775 6,949 6,845 6,856 + 0,087
Média + Desvio
AAL - A AAI-B AAI - C
Padrao
12,938 12,655 12,828 12,807 + 0,143
[DPPH|=0,1242 mM
140 5 9.159x + 5.051
i y=9.159x + 5.
120 R2=0.997

o 100 -

ol | |y=9.345x + 5.444

= 8 R>=0.985

= 60
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Figura 58: Quercetina, para [DPPH]=0,1242 mM.
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Tabela 34: Parametros da actividade antioxidante (ICso ¢ AAI) da quercetina para

[DPPH]=0,1242 mM.

IC50— A (mg/L)

IC5 - B (mg/L)

IC5—-C (mg/L)

Média £+ Desvio

Padrao (mg/L)
4,908 4,768 4,706 4,794 + 0,103
Média £ Desvio
AAIl - A AAI-B AAI-C
Padrao
12,648 13,025 13,180 12,951 £ 0,274
[DPPH]=0,08 mM
160 y =10.89x + 14.92
140 - R2=0.977
o 1297 10.76x + 16.88
. i y = 10.76x .
% 100 R2=0.953
E 80
o 60 -
= 40 y = 6.482x + 37.57
R2=0.896
20 A
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 59: Quercetina, para [DPPH]=0,08 mM.

Tabela 35: Parametros da actividade antioxidante (ICso e AAI) da quercetina para

[DPPH]=0,08 mM.

IC59 — A (mg/L)

IC59— B (mg/L)

IC59 — C (mg/L)

Média + Desvio

Padrao (mg/L)
3,218 3,077 1,917 2,737 +£0,714
Média £ Desvio
AAl - A AAI-B AAI-C
Padrao
10,482 10,964 17,489 12,978 £ 3,914
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Tabela 36: Resumo dos parametros da actividade antioxidante (ICs, ¢ AAI) da quercetina.

Média £+ Desvio Padrao

Actividade antioxidante

ICs (mg/ L)

4,796 + 0,505

AAI

12,912 &+ 1,443

MUITO FORTE

E necessaria uma concentragio de 4,796 mg/L de quercetina para promover 50

% de percentagem de inibicao.

Como base no AAI conclui-se que quercetina tem uma actividade antioxidante

muito forte.

187






