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RESUMO

As espécies Cassytha Filiformis; Commiphora Schlechteri; Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei
em estudo séo utilizadas na medicina tradicional mogambicana para reducdo de problemas de
doencas degenerativas tais como cardiovasculares, cancerigenas, diabéticas, reumaéticas,
infertilidade entre outras, contudo investigacdes cientificas com o objectivo de determinar o seu

potencial terapéutico sdo escassas.

No presente trabalho foi feita a triagem fitoquimica nos extractos brutos e nas fraccoes de etil
acetato e hidrometandlicos monitoradas pela cromatografia em camada fina. Foi determinado o
teor dos fenois totais pelo método de Folin-Ciancalteu bem como o poder redutor aplicando o
método de reducdo do ido ferrico em todos os extractos brutos das folhas das quatro plantas
estudadas.

Os diferentes extractos e fraccOes, revelaram a presenca de fitoesterdides, triterpenos, gliosidos,
fendis, taninos, diterpenos e flavondides bem como teores de fenois totais, 0s quais ndo
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) nomeadamente: 473.854 mgEAG = 0.794 para
Cassytha Filiformis; 561.723 mgEAG £ 0.458 Commiphora Schlechteri; 685.909 mgEAG +
0.200 Ochna Natalitias e 687.282 mgEAG = 0.630 de Pavetta Kotdzei por grama de extracto seco.

O maior poder redutor observou-se nos extractos brutos hidrometanolicos das folhas. Este facto é
justificado pela tendéncia linear que as varidveis poder redutor e concentracdo apresentaram.
Contudo, nestes mesmos extractos as plantas C. Schelcheri, O. Natalitias e P. Kotdzei
demontraram potente actividade antioxidante pois os valores de CEsp variaram de a 1.008 + 0.004
a 2.090 + 0.121 pug mL? o que era de se esperar. Assim, a ordem de actividade antioxidante
observada nas plantas foi Pavetta Kotdzei > Ochna Natalitias > Commiphora Schlechteri >

Cassytha Filiformis.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que as quatro plantas possuem potente actividade
antioxidante bem como a existéncia de fitoconstituintes o que justifica a utilizacdo das mesmas na

medicina tradicional para o tratamento de doencas acima referidas.

Palavras-chave: Fendis totais; FRAP; Cassytha Filiformis; Commiphora Schlechteri; Ochna

Natalitias; Pavetta Kotdzei; exctractos; antioxidante.



ABSTRACT

The species Cassytha Filiformis; Commiphora Schlechteri; Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei
studied are used in Mozambican folk medicine for treatment of various diseases, such as cancer,
diabetes, cardiovascular diseses, infertility, alzemer, arteoscleose and others but, scientific
investigations aiming to determine the potential therapeutic are still scarce.

In the present study there has been performed the phitochemical screening in all extracts of leaf of
the plants monitored by thin layer chromatography in the ethyl acetate and hidromethanolic
fraction. Also were determined the total contents of phenolic compounds by Folin-Ciancalteu
method as well the reducing power applying the method of Ferric Reduction Power (FRAP) this
was done in all leaf extracts of the plants in investigation.

The phitochemical screening in diferents extracts and fraction of all plants reveled the presence of
steroids, triterpens, glicosids, phenols, flavonoids, tanins and diterpens.

The leaf extracts of all the plants studied, demonstrated contents of phenolic compounds in witch
there were no significant differences for p <0,05 where the hidromethanolic extracts reveled higher
content of thenolic compounds namly: 473.854 mgEAG + 0.794 for Cassytha Filiformis, 561.723
MgEAG = 0.458 for Commiphora Schlechter.; 685.909 mgEAG + 0.200 for Ochna Natalitias
and 687.282 mgEAG= 0.630 for Pavetta Kotdzei respectively per gram of the dryied material.

The hihger reducing power was observed in the hidromethanolic leaves extracts. This fact is
proved by the linear tendency observed betwine the variable reducing power and concentration.
However, this thesis can also be demonstrated by the lower CEso values wich vary from 1.008 +
0.004 to 2.090 + 0121 pug mL™* as was expected. Thus, the order of the antioxidant activity of the
plants were as following Pavetta Kotdzei > Ochna Natalities > Commiphora Schlechteri >
Cassytha Filiformis.

This work provides a scientific support for the high antioxidant activity of this plant because of
their phytochemical components and thus it may find potential applications in the folk medicin for
treatment of some diseases including cancer, diabetes, cardiovascular diseases, infertility, alzemer

arteoscleose and others.

Key words: Total phenolics, FRAP, Cassytha Filiformis; Commiphora Schlechteri; Ochna

Natalitias; Pavetta Kotdzei; extracts; antioxidant.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais foram a base do sistema antigo da medicina tradicional, tal como é o caso
dos sistemas Chinese, Ayurvedica e Egipcia (3000 A. C.) (Doughari, 2012; Shaker et al., 2006).

Na maioria das plantas, os compostos activos sdo metabolitos secundarios.

Os Metabolitos secundarios sdo definidos como pequenas moléculas (com peso molecular <2000
uma) produzidos por organismos que sdo estritamente necessarios para a sobrevivéncia de
organismos. Estes metabolitos secundarios compostos sdo responsaveis pela protec¢do das plantas
contra infecgdes microbianas ou pelas infestacdes das pestes. (Doughari, 2012., Sarker et al.,2006).
Estes metabolitos secundarios sdo relacionados aos produtos naturais. Os produtos naturais
isolados a partir de plantas e microorganismos tem desempenhado um papel vital como fonte
primaria de compostos para a industria farmacéutica. O isolamento de compostos activos a partir
de plantas comecou cedo no seculo XIX quando compostos tais como a quinina(1) um antimalarico
que foi isolado a partir da casca da arvore da Cinchona pelos cientistas franceses Cavetto e
Pelletier (Henry, 1949); reserpina(2) um antihipertensivo e tranquilizador a partir da Rauvolfia
Serpentina (Marles e Farnsworth, 1995) e no seculo passado foi isolado a morfina (3) um
analgésico a partir da Papaver Somnifer e a Vincristina(4) anticancerigeno a partir da Vinca rosea
(Sarker et al.,2006). Fig. 1.

H,C” H,CO OCHg
HO N OCHs
H5CO

Z
N

H,COOC OCHjs
1. Quinina 2- Reserpina



3. Morfina 4. Vincristina

Fig. 1. Produtos naturais isolados a partir de plantas

No mundo, estima-se que cerca de oitenta e trés (83) bilides de dolares americanos sdo gastos
anualmente no desenvolvimento de produtos que derivam de plantas e este nimero continua ainda
a crescer. Mais ainda, estima - se que aproximadamente 25% de medicamentos modernos com
maior destaque para medicamentos anticancerigenos (60%) sdo obtidos a partir de produtos
naturais (Palhares, Drummond, & Alves, 2015).

Desde o0 ano 2000 cerca de 60% dos medicamentos (Fig. 2) de origem natural, que foram usados
em estudos clinicos para varios tipos de cancros eram de origem natural. Oito dos trinta foram
considerados os mais vendidos em 2001, nomeadamente a Simvastatina (5) (um derivado sintético
do produto de fermentacdo de Aspergilus terreus); Pravastatina (6) (derivado do metabolito do
fungo da Penicillium citrinum); o &cido clavulanico (7) (produzido pela Streptomyces
clavuligerus); bem como a Ceftrioxona (8) (isolada a partir do fungo Tolypocladium inflatum
(Newmam et al., 2003).

0 _O
H3C%O

CH; H
HsC ™2 CHs

HsC"

5. Simvastatina 6. Pravastatina
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7. Acido clavulanico 8. Ceftrioxona

Fig. 2 Estrutura de novos medicamentos produzidos a partir de produtos naturais

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) (OMS, 2015), entre 60% — 80% da
populacédo dos paises em vias de desenvolvimento ainda usa plantas medicinais para os cuidados
de satde primarios. O desenvolvimento de novos produtos a partir de fontes naturais é também
encorajado porque estima — se que das 300.000 espécies de plantas que existem no mundo, apenas
15% foi avaliada para determinar o seu potencial farmacolédgico (Palhares et al., 2015)(Rao,
2012a).

No pais, cerca de 10% de 5500 espécies de plantas recolhidas e registadas sdo usados na medicina
tradicional. Durante o periodo colonial (1891 — 1975) e mesmo durante o periodo poés
independéncia (1975 — 1990), ndo se encorajava 0 uso de plantas medicinais, pois eram
relacionadas com a supersticdo e crencas, mas desde as ultimas décadas do seculo XX, a medicina
tradicional tem ganho mais respeito por parte dos governantes e peles provedores de cuidados
primarios, o que resultou na criacdo, em 1990, da Associacdo de Médicos Tradicionais
(AMETRAMO) (Bruschi, Morganti, Mancini, & Signorini, 2011). Embora muita bibliografia
editada faca apenas referéncia a aspectos etnobotanicos de plantas mocambicanas usadas na
medicina tradicional, poucas sdo as pesquisas relacionadas com a avaliacdo da actividade

farmacoldgica e fitoquimica.

E de conhecimento cientifico o potencial antioxidante dos compostos fendlicos, que actuam como
redutores de oxigénio singleto nas reacfes de oxidacdo lipidica e na quelagdo de metais, dai
apresentarem uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas tais como antihemorragicas,

antidiabéticas,  antialergénicas, antiarteriogénicas, anti-inflamatérias, antimicrobianas,



antitrombaticas e também com efeitos cardioprotetores e vasodilatadores (Puupponen-Pimid et al.,
2005).

O presente trabalho visa caracterizar fitoquimicamente e avaliar a actividade antioxidante dos
extractos das plantas Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechteri, Ochna Natalitias e Pavetta
Kotdzei, que podem contribuir para reducdo de problemas de doencas degenerativas tais como
cardiovasculares, cancerigenas, diabéticas, reumaticas e problemas de infertilidade entre outros
(Rao.,2012). Para além de possuirem elevada actividade antioxidante, as plantas medicinais em
estudo, mais do que serem uma alternativa para as populagdes de baixo poder aquisitivo,
representam uma fonte natural rica em compostos quimicos de interesse cientifico confirmando
que indubitavelmente, os produtos naturais ndo perderam o seu lugar e que a pratica do uso de

plantas medicinais é tida como a principal opcao terapéutica.

Devido aos aspectos acima mencionados torna-se relevante pesquisar-se sobre este tema pois, se
por um lado os resultados da caracterizagédo fitoquimica e da avaliacdo antioxidante vao contribuir
para a terapéutica a base destas, por outro vao servir para consciencializar as populacées sobre o
uso racional de recursos locais bem como potenciar as mesmas sobre o conhecimento das

propriedades quimicas e farmacologicas das mesmas.



1.1. OBJECTIVOS
1.1.1. Geral

» Caracterizar fitoquimicamente e avaliar a actividade antioxidante dos extractos das plantas

Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechteri, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei.

1.1.2. Especificos

» Obter os extractos a partir das folhas de Cassytha Filiformis, Commiphora
Schlechteri, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei pelo método de maceracao
sequencial por ordem crescente de polaridade dos solventes hexano, diclorometano

acetato de etilo e hidrometandlico;

> Realizar a triagem fitoquimica nos extractos brutos e nas fracgdes das plantas
usando reagentes especificos e monitorar com a cromatografia em camada fina
(TLC — Thin Layer Crhomatograhpy);

» Quantificar os fendis totais nos extractos de plantas usando o método de Folin -
Ciancalteu;

> Determinar a actividade antioxidante dos extractos usando o método de cianeto

férrico.



1.2. METODOLOGIA

A parte experimental, referente a obtencéo dos extractos, foi realizada na seccéo de toxicologia do
Laboratério de Higiene de Aguas e Alimentos (LNHAA). O material vegetal previamente pesado
numa balanca analitica da marca (Mettler Toledo ML 204) foi usado para a obtencéo de extractos
aplicando o método de extracgcdo por maceracao sequencial a temperatura ambiente e em ordem

crescente de polaridade durante 72h.

Os extractos obtidos foram tratados e filtrados sob succdo. Estes foram submetidos ao processo de
evaporacao do solvente, no rotavapor a baixa pressdo. Os extractos concentrados foram deixados
no nincho até a evaporacao total do solvente.

A realizacdo do presente trabalho compreendeu as seguintes etapas:

1.2.1. Reviséo Bibliografica

A revisdo bibliografica consistiu na pesquisa de toda informacéo relacionada com as plantas em
estudo e outras espécies. Deste modo, foram recolhidas todas as informacdes sobre os métodos de
extraccdo e de analise usados em fontes tais como: artigos cientificos, livros sobre produtos

naturais e publicacGes na internet.

1.2.2. Parte experimental

A parte experimental foi realizada seguindo-se 0s passos abaixo descritos:

» Colheita e pré-tratamento das plantas;

» Obtencdo dos extractos pelo método de maceracao sequencial;

> Realizacdo da fitoguimica usando reagentes especificos e identificacdo por TLC( Thin
Layer Crhomatograhpy);

» Quantificacdo dos fendis totais e

> Realizacdo da actividade antioxidante.



1.2.3. Tratamento, analise e discussdo dos resultados

A discusséo dos resultados foi feita comparando os resultados obtidos com os dados descritos na
literatura relaccionada ao tema do trabalho.

1.2.4. Elaboragéo do relatorio final

O relatério final foi compilado com base nos resultados laboratoriais sua discussdo bem como da
revisao bibliogréfica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DESCRIGCAO, ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS E FITOQUIMICOS DAS
PLANTAS EM ESTUDO

O elevado potencial de plantas como fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos ainda
é largamente ndo explorado. Dentre as varias espécies de plantas, estima-se que 250.000 a 500.000
destas, apenas uma pequena percentagem foi investigada fitoquimicamente e as mesmas ja foram
submetidas a estudos bioldgicos e farmacolégicos também em ndmero reduzido (Rao, 2012b).
Hoje em dia, a pratica da medicina tradicional é parte integrante da medicina complementar ou
alternativa. Apesar de sua eficiéncia e mecanismo de ac¢éo, ainda na maioria dos casos ndo terem
sido testados cientificamente, estas simples plantas medicinais frequentemente actuam como
intermediarios de respostas benéficas devido aos seus constituintes quimicos activos (Olutayo et
al., 2013). O presente trabalho visa investigar os extractos das plantas Cassytha Filiformis,
Commiphora Schlechteri, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei, que sdo normalmente usadas como
medicinais na zona sul de Mocambique. A tabela a baixo resume a taxonomia das plantas em

estudo.



Tabela I. Taxonomia das plantas em estudo

Descrigdo das espécies em estudo

Taxonomia Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
Cassytha Filiformis Commiphora Schlechteri | Ochna Natalitias Pavetta Kotdzei
Reino Plantae Plantae Plantae Plantae
Diviséo Magnoliophyta Angiospermae Magnoliophyta Angiospermae
Classe Mangnoliopsida Dicotyledones Mangnoliopsida | --------m----
Ordem Laurales Geraniales Malpighiales Gentianales
Familia Lauraceae Burseraceae Ochnaceae Rubiaceae
Género Cassytha Commiphora Ochna Pavetta
Espécie Cassytha Filiformis stocksiana Ochna Natalitia Pavetta Kotdzei

Nomes Vernaculos (Ronga)

Tambambe, lientsentse

Imagens

nhita, chimbtcanhi

Machanganico,
ximurrirua

umba



http://vi.wikipedia.org/wiki/Th%E1%BB%B1c_v%E1%BA%ADt_c%C3%B3_hoa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Starr_080313-3397_Ochna_serrulata.jpg

2.1.1. Cassytha Filiformis

A Cassytha Filiformis ( C.Filiformis) é uma erva parasita daninha de entrelagamento na profusao,
difundida na pastagem e no arvoredo, caule verde ou amarelado, com otérios curtos, folhas
reduzidas as escalas minusculas. Inflorescéncia minuscula £ 5 mm de didmetro, fruta vermelha
rosada (Luis & Moraes, 2005). E um género da familia (Lauraceae) com cerca de 20 espécies,
distribuida em Africa, América, Asia e a maioria ocorre na Austréalia, em pequena escala na Africa
do sul (Nelson, 2008) e a planta ocorre também em Mocambique e Madagascar.

A C. Filiformis é de um modo geral em Africa é usada para o tratamento de cancro,
tripanossomiase africana e outras doengas; na medicina tradicional das Comores € usada para o
tratamento de muitas doencas tais como diarreia, malaria, doengas ginecoldgicas e diabetes; na
Polinésia a C. Filiformis é usada para o tratamento do cancro, parasitas intestinais como
vasorelaxante, agente antitripasomal, antagonista adreno-receptor e como diurético (Edewor, Owa,
Ologan, & Akinfemi, 2016); os Togolenses, usam-na para a cura de condiccdes especificas
ginecologicas que incluem sangramento vaginal, infertilidade, problemas menstruais, desordens
dos seios incluindo falsa gravidez; em Taiwan, a C. Filiformes é usada para o tratamento dos rins,
gonoreia e como diurético. Na Africa do sul por exemplo, é usada para o tratamento de problemas
de nascimentos. As parteiras recomendam tomar o sumo preparado a partir das folhas trituradas
durante quatro semanas antes do parto com a finalidade de falicitar o trabalho do parto, lubrificar
o canal de tal forma a flexibilizar o nascimento; No Brasil, Japdo e Benin é localmente usada para
o tratamento de infeccBes urinarias, Gonoreia, Malaria, disenteria e febres (Steenkamp, 2003)
(Medica, Abdillahi, Society, & Africa, 2013)(Hoet, Block, Wautier, & Stévigny, 2004). Em
Mocambique nas provincias de Gaza e Maputo as comunidades usam as folhas fervidas de C.

Filiformis misturadas com as de Commiphora Schlechteri para o tratamento da infertilidade.

O género Cassytha (Lauraceae) é uma fonte rica em fitoconstituintes tais como os alcaloides de
aporfina, totalizando cerca de treze cujo teor ronda a volta de 0,11 — 0,43%. Todavia, estudos
realizados recentemente em Taiwan, Japdo, China e Benin, revelaram que extractos metanolicos
de C. Filiformis apresentaram oito grupos de alcal6ides de aporfina nomeadamente: cataformina,
actinodapinina, n-metilactinodapinina, predicentrina, ocoteina, neolitisina, dicentrina e cassitina
(cassifilina) respectivamente. Foi ainda identificado um grupo de compostos de flavondides com

semelhante composic¢do tais como: quercetina 3-O-robinobiosida, quercetina 3-O-rutinosida,
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quercetina 3-O-galactosida, kamferol 3-O-robinobiosida, isoraminetina 3-O-rutinosida e
isoraminetina 3-O-robinobiosida. Enquanto que no Brazil, Australia e Nova Guiné demonstraram
variacdo significativa em termos de composicdo de alcaldides, flavondides, triterpenoides e
esteroides. Estes fitoconstituintes tornam a planta biologicamente activa (Mythili, Gajalakshmi,
Sathiavelu, & Sridharan, 2011)(Ho et al., 2012)(Investigation, Five, In, & Folkloric, 2013).
Estudos recentes demonstraram que a C. Filiformes possui ambas propriedades farmacoldgica e
bioldgica e foram isolados alcaldides e flavondides desta planta no Japdo, Brasil e Taiwan, com
actividade antimicrobiana, antibacteriana e substancial actividade anticancerigena e
antimutagénica (Medica et al., 2013) (Nelson, 2008).

OH
9. Actinodapina 10. Cassytina 11. Boldina

OCHj

OH O

12. Isohamnetin -3 - rutinosida

Fig. 3 Compostos isolados da C. Filiformis

2.1.2. Commiphora Schlechterii

S&o poucos os relatos na literatura sobre Commiphora Schlechteri (C. Schlechterii) ou quase que
ndo existem. Os estudos envolvendo espécies do género Commiphora sdo escassos, entretanto o0s
estudos fitoquimicos existentes descrevem outras espécies deste género e mostram-se bastante

promissores quanto ao isolamento de compostos biologicamente activos.
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A Commiphora Schlechteri (C. Schlechterii) € uma &rvore pequena até 6 m, de altura; casca lisa,
cinzento-verde, folhas 3 foliolato; com pecioles até 5m, os folhetos com até 7 x 3.2cm, flores que
aparecem com as folhas nos cumes paniculate axilares até 11 cm, ambas as faces profundamente
convexas (Ribeiro, Romeiras, Tavares, & Faria, 2010). O género Commiphora da familia
(Burseraceae) compreende mais de 200 espécies todas nativas de Africa, Arabia, Madagéscar,
Bangladesh Paquistdo e India (Hanus, Rezanka, & Dembitsky, 2005). A planta ocorre também em
Mocambique.

Segundo (Hanus et al., 2005), o genero da familia Burseraceae, foi reportado na China nos anos
600 (A.C) durante a dinastia Tang, usada tradicionalmente durante longos anos pelas comunidades
para a cura de varias enfermidades. Hoje, os chineses usam-na para o tratamento de feridas, febres

e dores menstruais devidas a coagulacdo sanguinea.

Espécies do Commiphora séo ricas em 6leos que podem ser usados como agentes aromatizantes;
a Somalia e Egipto séo tidos como grandes produtores das duas resinas. O norte da Somalia é a
maior fonte de incenco e a Republica Popular da China é o maior mercado destas duas resinas no
mundo, com maior enfoque para o uso na medicina tradicional (lluz, Hoffman, Gilboa-garber,
Amar, & Israel, 2010). Variedades de produtos a base de plantas deste género podem ser
encontradas com maior abundancia no norte da Arabia, Sudao, Etiopia, Eritreia, Somélia e Kenya
(Sarup, Bala, & Kamboj, 2015). Em Dhofar por exemplo a parte interna das cascas de Commiphora
é colocada nas feridas como agente antiseptico, enquanto a tintura extraida das cascas secas € usada
para o tratamento de doencas da pele tal como inflamagfes e equizemas (lluz et al., 2010). E
também aplicado como antirabica, alivia as dores durante o trabalho de parto e é aplicado nos
banhos dos recém-nascidos. Outros autores referem que extractos desta planta sdo usadas como
antihipertensivos. Estudos preliminaries desta planta revelaram possuir actividade antibacteriana
a qual valida o uso local dela para o tratamento de feridas (Kumar & Mahato, 2013). Em
Mocambique, esta planta é usada pelos Praticantes da Medicina Tradicional (PMTSs) nas provincias

de Gaza e Maputo para a lavagem do Utero, concep¢ao e para assegurar a gravidez.

Na fitoquimica da familia (Burseraceae) foram isolados diterpenos, triterpenos, esterdides, cadeia
longa de tetrOis alifaticos, ésteres alifaticos, carbohidratos, variedade de iBes inorganicos,

pequenas quantidades de sesamina e outros constituintes ndo identificados (Sarup et al., 2015).
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Espécies deste género, primeiro foram extraidos os monoterpenos limoneno (13), aldeido cinamico
(14) e m-cresol (14) mais tarde, ainda na mesma espécie foi isolado o sesquiterpeno commifefina
(16). Em Quénia por exemplo, em algumas espécies deste género foram isolados 0 a-terpineol
(17)e B -bisabolene(18)(Hanus et al., 2005) (Iluz et al., 2010).

OCHj
13. Limoneno  14. Aldeido cinamico 15. m-cresol
H
HO o
) :
QECQ\ PN |
OH
16. Commiferina 17. a-terpineol 18. B — bisaboleno

Fig. 4 Algumas estruturas de compostos isolados do género Commiphora

2.1.3. Ochna Natalitia

S&o poucos os relatos na literatura sobre Ochna Natalitia (O. Natalitia) Os estudos envolvendo
espécies do género Ochna sdo escassos, entretanto os estudos fitoquimicos existentes mostram-se

bastante promissores quanto ao isolamento de flavondides.

A Ochna Natalitia (O. Natalitia) € um arbusto ou arvore pequena que pode crescer até 5m de
altura, por vezes ramificado; espécies de familia Ochnaceae, florescem desde zonas semi-abertas
a abertas e em todas as florestas verdes, eles sdo caracterizados por folhas com pétalas verdes as
quais as vezes se tornam rijas, especialmente o género Lanceolata. A familia Ochnaceae
compreende 86 géneros e cerca de 400 espécies com ampla distribuicdo nas regides tropicais e

subtropicais de todo 0 mundo e inimeras espécies do género Ochna sdo nativas das zonas tropicais
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de Africa tropical, América Asia, Australia, Madagascar e Ilhas Mascarenhas. Um ndmero
reduzido (11 espécies) ocorrem na india. Na Africa subsahariana, as espécies de Ochna sdo
encontradas na Africa do Sul (nas provincias de Limpopo, Mpumalanga, KwaZulu-Natal e oeste
da cidade do Cabo), Swazilandia, Zimbwabwe e Mogambique nas provincias de Gaza e Maputo
(Makhafola, Eloff, Programme, & Sciences, 2012).

Os dois géneros de Ochna Brackenridgea sdo maioritariamente encontrados na Africa do Sul,
Mogambique e Zimbwabwe, com um total de 32 espécies nativas. Para o0 género Brackenridgea,
sabe-se que cerca de 12 espécies sdo nativas da Africa do sul incluindo Zimbabwe e Mogambique
e 20 espécies do género Ochna ocorrem nestas areas (Ndoile, 2012).

Em varios sistemas de medicina tradicional, membros da familia ochnaceae sdo popularmente
usados como medicamentos para a cura de diferentes doencas. As espécies do género Lophira
também conhecida como “ namijin Kandanya” lingua local da Nigéria, sdo aplicadas em mulheres
gravidas durante o trabalho de parto (Dafreville & Humeau, 2013). InUmeras espécies do género
Ochna sdo utilizadas na medicina popular, por exemplo, a Ochna afzelii é usada no tratamento de
ictericia, cOlicas menstruais, dores nas costas, disenteria e dor de dente; o caule de Ochna integerrima
é usado como tonico digestivo; as folhas de Ochna squarrosa sdo usadas no tratamento de
constipacdes, Ulceras e cancro; as raizes sdo usadas no tratamento de célicas menstruais e asma,
enquanto que na Indonésia, a infuséo das folhas e raizes possui ac¢do antidisentérica; na Tailandia,
no sistema de mediccina tradicional a Ochna integerrima é uma planta comum e extremamente
distribuida sendo a casca do caule usada como ténico digestivo (Federal & Catarina, 2008); no
Vietname durante o festival “Tet”, que acontecce o fim do ano, as flores dessa planta sdo usadas
para efeitoe as decorativos. Na cultura Vietnamita o festival “Tet” da sorte e prosperidade as
familias. No sistema de medicina tradicional Indiana, espécies de Ochna também sdo designadas
de “Sunan” ou “Yerra juvvi” e sdo consideradas como 0s mais importantes medicamentos para o
tratamento de diferentes doencas tais como: constipacdo, Ulceras, feridas, cancros, epilepsia, dores
menstruais, asma, lumbago e como antidoto contra picada de cobras enquanto que as cascas das
raizes da planta sdo usadas como tonico digestivo. As folhas fervidas sdo consideradas o elemento
chave para o tratamento de lumbago e Ulceras; a decocgdo das raizes destas plantas na medicina
tradicional Indiana sdo usadas no tratamento de complicagcdes menstruais e asma (Ndoile, 2012);

a tribo zulo, na Africa do Sul, por exemplo, emprega especies de Ochna tradicionalmente para o
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tratamento de dismenoreia, problemas de fertilidade, diarreia, hemorrdide e dores de estbmago; a
infusdo de folhas e raizes de Ochna Integerrima é usada localmente como antidisentérico e
antipirético (Jan, 2009) bem como a decoccdo das raizes de Serrulata o qual € conhecido como
“fynblaarrooihout” (Africance), Umbomvane (ZULU), llitye (Xhosa), para o tratamento de
problemas de 0ssos e protitesgangrenous (Hutchingsetal.,1996; Hutchings and Van Staden, 1994).

No sistema de medicina tradicional Swazi, as cascas do caule de Ochna Arborea Burch também
conhecida como Sifubasenkhala em XiSwati, € usada para curar 0ssos fracturados e aliviar a dor
especialmente dores de cabeca. sdao também usadas para a das mesmas doengas O. Gamostigmata,
O. Hostii, O. Natalitia e O. Serrulata. A Ochna Arborea é usada para produzir bengalas usadas
como suporte pelos mais velhos e pensa-se que a planta proteje contra maus espiritos (Ndoile,
2012).

No Zimbabwe, as folhas maduras de O. Pulchra também chamadas de “umnyelenyele” ou
“muparamhosva” nomes verndculos assume-se que séo boas para alimentar o gado mas as folhas
guando novas acredita-se que podem ser venenosas para 0 gado. No sistema de medicina
tradicional Zimbabweana, a planta é extensamente usada para tratar parasitas no sangue e varias
doencas da pele. A populacéo indigena da Africa Central usa as cascas de caule de O. Calodendron
para o tratamento de mesmas doencas (Ndoile, 2012). O. Lanceolata, € usado como abortificante
e também para o tratamento de complicacdes gastricas, alivia as dores desordens menstruais,
tratamento de infec¢des do figado e disenteria. A casca do caule da arvore que € extensamente
distribuida na Africa Central e na india peninsular é também usada no tratamento do mesmo tipo
de doencas. A Sociedade Kilimanjaro na Tanzania, usa a madeira de O. holstii, localmente
conhecida como “Kitakwa” para produzir objectos de adorno e como lenha. A O. afzelii é uma
arvore comum da Africa Ocidental onde tem varios nomes em diferentes paises da Africa
Ocidental. Em Ghana por exemplo, a planta é localmente conhecida como “adangme” ou
Okoliawatso , no Senegal e Togo varias partes da planta (folhas, raizes, caule e madeira) sdo usadas
pelos nativos para o tratamento de diferentes problemas de sadde incluindo infertilidade feminina,

complicacBes menstruais, lumbago, ictericia e disenteria (Ndoile, 2012).

A familia Ochnaceae é caracterizada pela presenca de flavonodides e biflavonodides bem como
terpendides como principais metabolitos secundarios. Estudos de outras espécies de Ochna,

revelaram que dentro deste género a fitoquimica é constituida maioritariamente por glicésidos,
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saponinas, esterdides flavonas e é&cidos gordos (Makhafola et al., 2012). Outros estudos
fitoquimicos do género Ochna, também revelaram que este é rico em biflavondides fenolicos
(Khalivulla et al., 2008; Likhitwitayawuidet al., 2001; Pegnyemb et al., 2001, 2003b), flavonéides,
uma classe abundante de constituintes nas plantas conhecida por exibir inimeras actividades
farmacoldgicas tais como anticacerigena , antibacteriana, antiviral, antiinflamatdria, actividades
imunumodulatérias, antimalérica e anti-HIV. Em outros estudos fitoquimicos de algumas espécies
de Ochna foram identificados nas folhas de Ochna Integerrima flavonoides monoméricos e
diméricos; bem como ao isolamento de uma antrona e dois vismiones a partir da casca da raiz de
Ochna Pulchra também foram isolados a partir da casca do caule isobiflavadides, glicésidos e
saponinas (Jan, 2009). O rearranjo de biflavondides calodenone (19), lopirone A (20) e afzelone
D (21), levou ao isolamento pela primeira vez em extractos metanolicos da casca do caule de O.
Calodendron, L. Lanceolata e O. Afzelii respectivamente. Os compostos representam uma
variedade ndo usual de esqueletos de biflavondides Lophirone A (20) que tem sido reportado como
sendo inibidor do virus Epstein — Barr e demonstrou propriedades inibitorias contra tumores. Até
a data, houveram muitos dados divulgados sobre o isolamento de trinta e seis compostos a partir
de espécies de Ochna. Ainda ndo ha registos sobre actividade bioldgica de (20) e (21). Colchonas
diméricas foram também isoladas do género Ochna bem como ao isolamento e caracterizacéao de
Lophirone K (22), e Lophirone C (23) a partir de Lophira Lanceolata. A Calodeinin A (24) e
Calodenin B (25) foram isoladas de O. Calodendro; outras colchonas diméricas foram isoladas de
O. Afzelli sdo Isophirone C (26) e Dihidrolophirone C (27). A casca do caule de O. Afzelii, planta
normalmente encontrada na Africa tropical, extrairam-se trés biflavondides, nomeadamente a
flavonona (chalcona hibrida), afzelona A (28) e a biflavona B (29) (Pegnyemb et al., 2001, 2003b).

As actividades bioldgicas destes compostos ainda ndo foram estudadas (Ndoile, 2012).

Extractos de Ochna Integerrima demonstraram boa actividade antiviral e antiparasitaria. O estudo
envolveu o isolamento de biflavonodides com actividade antimalarica; também da mesma espécie
foi isolado o glicosido flavonodide com actividade anti HIV- 1 (Jan, 2009), também foram isolados
pela primeira vez de O. Pretoriensis Ochnaflavona (28) Ochnaflavone 7-O- methyl ether(28) e B
cisterol (29); extractos de acetona com actividade antibacteriana (Khalivulla et al., 2008;
Likhitwitayawuidet al., 2001; Pegnyemb et al., 2001, 2003b).

16



Vérias actividades bioldgicas foram estudadas em diferentes espécies de Ochna. A actividade
analgeésica e antiinflamatdria foi observada no extrato metandlico das raizes de Ochna Squarrosa,
também foi observada a atividade anti-HIV na fragcdo acetato de etila do extrato etandlico das
folhas de Ochna Integerrima;

Os extractos etandlicos do caule de O. Macrocalyx e O. Integerrima demonstraram excelentes

actividades antimalérica; citotoxica e antibacteriana. (Federal & Catarina, 2008).

HO

19 R'= OH, R?=0OMe HO
20 R'=0OH, R2=0OH 22 R = OH
21 Rl1=0OMe, R?2=OH 23R=H
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Fig. 5 Algumas estruturas de compostos isolados do género Ochna



2.1.4. Pavetta Kotdzei

S&o poucos os relatos na literatura sobre Pavetta kotdzei (P. kotdzei) Os estudos envolvendo
espécies do género Pavetta sdo escassos, entretanto estudos fitoquimicos existentes mostram-se
bastante promissores quanto ao isolamento de flavonoides. Até agora ainda nao foi reportada

nenhuma actividade antioxidante.

Pavetta kotdzei € um arbusto, com cerca de 2 m de altura, frequente nos sub-bosque das florestas
verdes, as raizes as vezes crescem ao longo da terra, folhas opostas, elipticas ao oblanceolate (50-
90 x 11-20 mm), profundo lustroso - esverdeado acima, margens que curvam-se para baixo; base
e vértice que afilam-se aos pontos; flores unidas num ponto, frutos unidos em conjunto, redondos
verdes e quando maduro pretos, com um diametro de 9 mm (Ibekwe et al., 2012), P. kotdzei
pertence & familia Rubiaceae é extensamente distribuida desde as ilhas Andaman, india e norte -
-este de Imalaya a sul da China em direc¢édo ao sul da Malasia até ao norte da Australia; o género
pavetta possui cerca de 200 espécies dentre elas a P. Indica que é conhecida por ser usada na
etnomedicina para o tratamento de infecgdes microbianas (Bello, Ndukwe, Audu, & Habila, 2011).
As folhas da P. Indica s@o usadas para o tratamento de doencas do figado, hemorroides, doencas
urinarias e febres. E uma planta medicinalmente importante cujos extractos das folhas revelaram
actividades antiinflamatorias bem como analgesicas. Os extractos das raizes também possuem
actividades diurética e purgativa. Outras espécies de Pavetta também demonstraram diferentes
actividades biologicas. As P. Gardeniifolia, P. Pyroides e P. Crassipes foi reportado possuirem
actividades antimalarica (Gupta, Kaur, Simlai, & Roy, 2013). Na Nigéria, as folhas P. Crassipes
sdo usadas para o tratamento de infeccGes respiratdrias e desordens anormais; as folhas desta
planta, sdo também usadas na Tanzania para o tratamento da gonorreia. No Malawi, as folhas
secas de P. Crassipes sdo usadas para aumentar o libido nos homems, as raizes sdo usadas para
tratar picadas de cobra enquanto que a casca do caule como purgativo. Na Africa Central a infusdo
das folhas é tomada como remédio para constipacdo (Alakali, Ismaila, Alaka, Faasema, & Yaji,
2016). Estudos farmacoldgicos de outras espécies P. Crassipes revelaram actividades
antiplasmaodica, hipotensiva, actividade antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae bem como
efeitos inibitérios no sistema gastrointestinal, mudsculos uterinos e in vitro actividades
antimicrobiana, antiprotozodria e antitumorais (Bello et al., 2011). De acordo com (Khalivulla et
al., 2008; Likhitwitayawuidet al., 2001; Pegnyemb et al., 2001, 2003b) isolou-se o flavandide
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(quercetin-3-O-rutinoside) a partir das folhas de P. Crassipes que eram responsaveis pela
actividade antimicrobiana; extractos metandlicos demonstraram presenca de flavondides,
alcaldides, taninos, glicésidos cardiotonicos e antraquinonas e as folhas deram positivo para
flavonodides, taninos e antraquinonas, proantocianidinas diméricas e triméricas, acetatos de
cinnamtaminnin B1, pavetannin B1, pavetannin B3, pavetannin B5 bem como a Quercrtin—3 - O
— rutinoside que foram isolados desta planta. Na literatura publicada, ndo ha analises fitoquimicas
detalhadas, desta planta (Thesis, 2012).

Das invetstigacdes foram levadas a cabo e foi também reportado que os extractos etandlicos e de
acetona de P. Owariensis possuem propriedades schistosomicidal contudo, algumas tribos nativas
consomem as folhas misturadas com outros alimentos ou fervidas com dgua um pouco fermentada

na qual foram colocados cereais € ou sdo consumidas com papas (Likhitwitayawuidet al., 2001).
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Fig. 6 Compostos isolados da Pavetta Kotdzei

A investigacdo fitoquimica baseada na informacdo etnofarmacoldgica é considerada como a
abordagem efectiva na descoberta de novos agentes a partir de plantas superiores. Os compostos

fenolicos sdo considerados metabolitos secundarios e sdo sintetizados por plantas durante o
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desenvolvimento normal e sdo maioritariamente sintetisados a partir da fenilalanina via accao da

fenilalanina liase (Paul, 2002).

2.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos sdo normalmente encontrados em ambas plantas tanto comestiveis como
ndo e possuem mdaltiplos efeitos bioldgicos incluindo a actividade antioxidante. Extratos brutos de
plantas, frutas, vegetais, cereais e outros materiais das plantas ricos em compostos fendlicos estdo
a ser intensamente usados na industria alimentar porque retardam a degradacdo oxidativa dos
lipidos e aumentam a qualidade e o valor nutricional dos alimentos. Estes, actuam como poderosos
antioxidantes naturais e sdo responsaveis pela coloracdo das plantas e frutas (Rao, 2012b)
(Puupponen-Pimia et al., 2005).

Os compostos fenolicos sdo considerados metabolitos secundarios e séo sintetizados por plantas
durante o desenvolvimento normal, e em resposta as infec¢bes, ferimentos, radiacbes UV e
insectos. Estes compostos fitoquimicos derivam da fenilalanina e tirosina e ocorrem em plantas e
sdo muito diversificadas e caracterizados pela presenca de pelo menos um anel benzénico, que esta
ligado directamente a pelo menos um grupo hidroxilo livre ou envolvido numa outra funcgéo: éter,
éster, heterésido (Ciéncias & Mendes, 2011).

As plantas com compostos fendlicos podem ser classificadas nas seguintes categorias: compostos
fenolicos simples, fenolicos acidos (derivados de acidos cindmico e benzoico), cumarinas,
flavonoides, flavanoides polifenolicos que incluem flavononas, flavonas, catequinas e bem como
flavandides ndo polifendlicos, taninos, ligninas e lignanos, xantonas, o acido caféico considerado
o composto fendlico mais distribuido na flora das plantas, seguida pelo &cido cloragénico
conhecido por causar dermatites alérgicas em humanos; os principais destes sdo os flavonoides os

quais possuem actividade antioxidante potente (Rao, 2012b).

Dos cerca de 10.000 compostos fenolicos encontrados nas plantas, alguns sdo solGveis em agua,
outros em solventes organicos e outro grande grupo em polimeros. A sintese de compostos

fenolicos que derivam das plantas pode proceder em alguns caminhos diferentes e, portanto, eles
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compreendem diversos grupos de metabolitos. A sua diversidade quimica € cruzada com um rol

variado de plantas (Ciéncias & Mendes, 2011).

Os compostos fendlicos simples incluem os fenilpropandides, acido trans-cindmico, &cido p-
cumarico e seus derivados, lactonas polipropanoides designadas de cumarinas e acido benzdico e
seus derivados. As moléculas mais complexas sdo elaboradas pela adiccdo a estes esqueletos de
carbono basico. Como por exemplo, a adiccdo de acido quinico ao caféico produz o acido
cloragénico o qual acumula-se nas folhas de alface e contribui para as células se tornarem
acastanhadas (Alta et al., 2017).
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Fig. 7 Reacc¢do de formacéo do acido cloragénico

Os fendis simples sdo bastante raros nas plantas, com excepcdo dos derivados da
hidroquinona que existem em diversas familias, geralmente sob a forma de glucdsido
de um difenol ou do seu monometiléter. os acidos fendlicos derivados do acido benzoico e do
acido cinamico, em especial os compostos hidroxilados, alguns deles ligados a oses sdo

relativamente abundantes no reino vegetal (Ciéncias & Mendes, 2011).
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Os compostos fendlicos sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e sdo
frequentemente conjugados a acgucares, outros fendlicos e poliamidas. Dentre os fendlicos,
merecem destaque os flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como os mais
comuns antioxidantes de fonte natural e é devido a elevada capacidade antioxidante do grupo, que
os compostos fendlicos tém sido citados como protectores no combate ao estresse oxidativo
associado a diversas doencgas cronicas como: aterosclerose, hipertensdo, doengas renais,
cardiovasculares e obesidade desencadeadas por um aumento excessivo de espécies reativas (Alta
etal., 2017) .

Em consequéncia das evidéncias sobre as propriedades dos compostos bioactivos,
acelerou-se a busca de principios antioxidantes, levando ao aumento, nas Ultimas duas
décadas, por pesquisas de identificacdo dos recursos naturais e isolamento de moléculas

antioxidantes activas (Olutayo et al., 2013).

2.2.1. Flavonodides

Os flavonoides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal e tém inimeras fungdes na
natureza, formando um grupo vasto de metabolitos secundarios com actividades biologicas muito
diversas (Campos, 2005). Até ao ano de 2008, foram identificadas mais de 8000 variedades de
flavonoides. A estas substancias se deve a maior parte das cores vermelha, azul e violeta das

plantas, para aléem da coloracdo branca e amarela (Ciéncias & Mendes, 2011).

Os flavonoides s@o compostos de baixo peso molecular que estdo presentes em toda a parte aérea
das plantas e podem ocorrer na forma de genina (aglicona) glicosidica ou como derivados
metilados. Os flavonodides na forma de genina consistem num anel benzénico, normalmente
denominado anel A, condensado com um anel de 6 membros, anel C, que, por sua vez, tem ligado
um grupo fenilo ou fenilo substituido B. O anel de seis membros C condensado com o anel
benzénico ou é uma y-pirona — flavondis e flavonas — ou o seu derivado (Eliana et al., 2013)
(Ciéncias & Mendes, 2011). A posicdo dos substituintes benzénicos divide a classe destas

moléculas em:

e Flavoides, em que a substituicdo é na posicao 2;
e Isoflavonoides, em que a substitui¢éo é na posi¢éo 3;

e Neoflavonoéides, em que a substitui¢do é na posicdo 4.
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Fig.8 Estrutura basica dos flavandides

Cerca de 80% dos flavonoides descritos em extractos vegetais incluem as flavonas (apigenina e
luteolina), os flavonois (o campferol e a quercetina) e as flavanonas (naringenina), encontrando-
se frequentemente sob uma forma O-glicosilada. De entre estes compostos, os flavonois sdo
aqueles que possuem uma distribuicdo mais ampla, sendo a quercetina (3,3°,4’,5,7-penta-
hidroxiflavona) o composto fendlico que ocorre com maior frequéncia na natureza. As
antocianinas, outra forma estrutural de flavonoides, podem ocorrer em outros 6rgéos das plantas,
tais como as raizes e folhas (Eliana et al., 2013) os flavondides apresentam duas bandas tipicas de
absorcdo no UV, a banda 11, entre os 240 e os 285 nm (devida a absorcao do anel A) e a banda I,
entre 300 e 550 nm (devida ao anel B). A localizacdo das bandas no espectro depende da estrutura

base do flavonoide e do nimero e posicao dos substituintes (Campos, 2005).

Os flavonoides sdo uma classe importante de compostos fenolicos e possuem potente actividade
antioxidante. A propriedade antioxidade dos flavonoides € o primeiro mecanismo de accao
estudado no que diz respeito ao seu efeito protector contra doencgas cardiovasculares. Os
flavonoides tém demonstrado ser melhores sequestradores de radicais livres de muitas moléculas
oxidativas, incluindo o oxigénio e varios radicais livres implicados em varias doencas. O papel
fisiolégico destes compostos esta ligado a prevencdo de danos de componentes celulares que
acredita-se serem consequéncia de reac¢fes quimicas que envolvem radicais livres (Alta et al.,
2017).

Ha relatos de que alguns flavonodides possuem uma variedade de actividades bioldgicas,
incluindo anti-alérgica, anti-inflamatdria, antiviral, antiproliferativa e anticancerigena. Os

flavonoides ocorrem naturalmente nas plantas e pensa-se que possuem efeitos positivos na saude

24



humana. Estudos de derivados flavonddicos tém demonstrado um amplo espectro de actividades
antibacteriana, anti-viral, anti-inflamatoria, anticancerigena e anti-alérgica (Di Carlo et al., 1999;
Montoro et al., 2005). Os flavondides com actividade anti-biolégica, sdo componentes importantes
para a dieta humana apesar de serem geralmente considerados ndo nutrientes. As fontes de
flavondides sdo alimentos, bebidas, diferentes medicamentos a base de hervas e alguns
fitomedicamentos relacionados (Rao, 2012b).

Segundo (Montoro et al., 2005) as isoflavonas desempenham uma importante ac¢cdo hormonal
(fitoestrogenos) em animais ou in vitro, o que leva a acreditar em potentes beneficios para a saide
humana associados a ingestdo da dieta rica destes compostos. Eles contribuem para as
propriedades antioxidantes dos vegetais verdes, frutas, azeite e dleos de soja, vinho tinto, chocolate
e chas.

2.2.1.1. Biossintese

A biossintese ocorre através da combinacao do anel B e os trés carbonos que compdem o anel C
originam-se do &cido aminado fenilalanina, que é sintetizado a partir do acido chiquimico. Este
age como precurssor na sintese de um intermediario ao qual séo adicionados 0s seis carbonos do
anel A originados a partir de unidades de malonil-CoA, produzidas pela via do acetato. O acetil-
CoA ¢ formado atraves da descarboxilagédo oxidativa do acido pirtvico, oriundo da via da glicolise.
O malonil-CoA ¢ gerado através de uma reacdo de carboxilacdo do acetil-CoA através do COz,
utilizando-se a coenzima biotina e adenosinatrifosfato (ATP). As hidroxilacdes e reducdes que

ocorrem posteriormente originam as diferentes formas de flavonodides (Pessoa, 2013).
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Fig. 9 Biosintese de flavondides

Ja as flavanonas sao intermediarias biossintéticas da maioria das classes de flavonoides, sendo que
as flavanonase e as di-hidrochalconas podem ter influéncia no sabor amargo ou doce. Pequenas
modificacbes na molécula, sejam nas posi¢cbes e/ou na natureza dos aglcares ou outros
substituintes no anel A e/ou B, podem produzir grandes alteracdes nas propriedades fisicas.
Isoflavonoides apresentam uma variagao estrutural ndo somente entre 0 nimero e complexidade
dos substituintes, mas também nos niveis de oxidacéo do anel e exercem efeitos sobre metabolismo
de hormdnios sendo considerados fitoestrogenos. Nessa classe, a genisteina e a daidzeina séo 0s
mais consumidos na dieta, sendo encontrados em soja e alguns legumes. Além de possuirem
atividade estrogénica na reposicdo hormonal pos-menopausa podem reduzir os niveis de LDL
(Lipoproteina de baixa densidade), aumentar os de HDL (Lipoproteina de alta densidade). Também

apresentam actividade antifingica e antimicrobiana (Basica, Federal, & Preto, 2016).

2.2.2. Taninos

Taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse econdmico e ecoldgico, altamente
hidroxiladas que podem formar compostos insollveis com carbohidratos e proteinas. Apresentam
solubilidade em &gua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000. Os taninos séo

classificados em dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Os hidrolisaveis consistem de ésteres
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de &cidos galicos e acidos elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde 0s grupos
hidroxila do agUcar sdo esterificados com os &cidos fendlicos (OLIVEIRA, 2005).

Os taninos hidrolisaveis sdo ainda classificados em galotaninos e elagitaninos. Os galotaninos séo
compostos por unidades de acido galico unidos por ligacdes peptidicas entre elas. Este autor relata
que os taninos sdo extremamente raros na dieta humana e principalmente extraidos de folhas e

galhas de arbustos.

Os taninos hidrolisaveis, podem sofrer hidrélise por accdo de &cidos e bases libertando o
carbohidrato correspondente e o respectivo acido fendlico. Exemplos de galotaninos sdo 0s
ésteres do acido galico com p-glicose unido ao acido galico de ocorréncia em folhas e cascas
de muitas espécies de plantas. Enquanto que os taninos condensados, sdo formados pela ligagcdo
de unidades de flavonoides, geralmente flavon-3-0is e/ou flavan-3,4-didis, provenientes do
metabolismo dos flavondides. Eles sdo formados pela hidroxilagdo no C-3 de uma flavanona,
seguida por reducao(OLIVEIRA, 2005).

Fig. 10 Exemplo de tanino condensado
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Os taninos condensados, 0s quais quimicamente compreendem um grupo de oligbmeros de
polihidroxi-flavan-3-ol ou de polimeros ligados por ligacdes carbono-carbono apresentam uma
estrutura semelhante aos flavonoides. Possuem importancia marcante em alimentos, pois suas
presencas em baixas concentragcBes proporcionam caracteristicas sensoriais desejaveis. No
entanto, elevadas concentracBes conferem aos frutos e outros alimentos, caracteristicas
adstringentes. A sensacdo de adstringéncia é gerada devido a propriedade que 0s taninos
apresentam em precipitar proteinas, ou seja, quando em contacto com as proteinas presentes na
saliva formam um complexo insollvel que popularmente se caracterizam pela sensacdo
adstringente e ha relatos de que plantas ricas em taninos sdo usadas na medicina tradicional para
o tratamento de diversas doengas como diarreia, hipertensdo arterial, hemorragias, problemas
estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulceras gastricas), queimaduras, problemas renais e do sistema
urinario; processos inflamatorios em geral, tumores. bem como a actividade antibacteriana,
antiviral, antihelmintica e antioxidante dos taninos(Pessoa, 2013) ((Di Carlo et al., 1999; Montoro
et al., 2005).

2.2.3. Actividade antioxidante

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes em concentracfes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do
substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para propagar a reac¢ao
em cadeia, sendo neutralizados por reaccdo com outro radical, formando produtos estaveis ou
podem ser reciclados por outro antioxidante (Sousa et al., 2007). Os radicais formados a partir de
antioxidantes ndo propagam a cadeia de reacc¢0es lipidicas oxidativas acima mencionadas mas, sao
neutralizadas por reaccdes com outros radicais para formar produtos estaveis, ou reciclados por

outros antioxidantes (Rao, 2012b).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos
fenolicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacéo
lipidica e a lipooxigenase in vitro (Sousa et al., 2007). Os antioxidantes naturais sS40 compostos
fenolicos (tocoferois, flavondoides, acidos fendlicos), caratendides e acido ascérbico, séo
antioxidantes sintéticos com estruturas de fendis com varias etapas de substituicdo alquil (Velioglu
et al., 1998).
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A actividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagagdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela
accdo de antioxidantes fenodlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel

aromatico presente na estrutura destas substancias (Sousa et al., 2007).

A minimizacdo destes efeitos em humanos pode ser feita através da ingestdo de antioxidantes
naturais, principalmente através da dieta alimentar e outras fontes como suplementos alimentares.
Alguns dos principais agentes antioxidantes sdo os tocoferdis (vitamina E), o acido ascorbico
(vitamina C) (Sousa et al., 2007).
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Fig. 11 Antioxidantes naturais e sintéticos mais comuns

O écido ascorbico (vitamina C), é amplamente conhecido por sua actividade antioxidante e
éportanto usado em cosmeticos e para tratamento de doencas degenerativas. A vitamina C possui
varias funcdes fisilogicas entre elas o elevado poder antioxidante em reciclar a vitamina E em
membrana lipoprotéica da peroxidac&o lipidica e in vitro, a vitamina C é acentuada. E sabe-se que

a combinacéo de ascorbate e i0es de ferro, geram radicais hidroxil os quais induzem a peroxidagao
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lipidica (Haslam, 1996) e a vitamina C é um poderoso antioxidante para radicais hidrofilicos, mas

de menor acgdo contra radicais lipofilicos.

OH
HO \/HOO
HO OH

42. &cido ascorbico
Fig. 12 Estrutura de 4cido ascorbico, antioxidante natural

Tocoferois séo estremamente distribuidos na natureza. A vitamina E é a designacdo dada a um
grupo de compostos antioxidantes lipossoliveis, entre os quais o a-tocoferol que é a forma mais
activa, e encontrada em lipoproteinas e membranas, actuando no bloqueio da reacdo em cadeia da
peroxidacao lipidica, através do sequestro do radical peroxil intermediario gerado. O radical a-
tocoferil € menos reactivo em atacar cadeias laterais de acidos gordos e reconverte derivado de

fenol através do acido ascorbico, causando a roptura de reaccoes de cadeia (Eliana et al., 2013).
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Fig. 13 Antioxidantes lipossolluveis
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Espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila (*OH), anido radical superoxido
(O2+-) e hidroperoxila(ROO¢), causam danos ao acido desoxiribonucléico (DNA) ou podem
oxidar lipidos e proteinas. Os EROs atacam as cadeias de &cidos gordos poliinsaturados dos
fosfolipidos e do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando
assim o processo de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares. Os radicais de carbono
formados podem reagir com oxigénio originando radicais peroxila, que por sua vez podem atacar
novas cadeias de acidos gordos poliinsaturados, propagando a reaccao. O resultado deste processo

é a oxidacdo de varias moléculas de &cidos gordos (Sousa et al., 2007).

Os radicais livres tém sido reportados como os causadores de muitas doencas relaccionadas ao
stress oxidativo nos seres humanos; eles estdo envolvidos em um numero consideravel de doencas
incluindo inflamac&o tumoral, choque hemorrégico, arteosporose, diabetes, infertilidade, ulceras
gastrointestinais, asma, artrites reumatoides, doencas cardiovasculares, quistos fibrosos, doencas

neurodegenerativas como por exemplo Parkinson, Alzemer e HIV (Rao, 2012a).

A producéo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes,
0s quais podem ter origem endogena (por ex., superdxido dismutase), ou serem provenientes da
dieta alimentar e outras fontes. Destas ultimas destacam-se os tocoferdis (vitamina E), &cido
ascorbico (vitamina C), polifenais, selénio e carotenodides. Quando ha limitacdo na disponibilidade
de antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de caracter cumulativo. Os antioxidantes sdo
capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas
células (Sousa et al., 2007).

De acordo com (Etelvina & Martins, 2016). os possiveis mecanismos de eliminacdo de radicais
livres incluem: eliminacdo directa de espécies reactivas de oxigénio (EROs); activacao de enzimas
antioxidantes; actividade quelante de metais; reducdo de radicais a-tocoferol;
inibicdo de oxidases; mitigacdo do stress oxidativo causado pelo Oxido nitrico;
aumento dos niveis de &cido Urico e aumento das propriedades antioxidantes das defesas
antioxidantes de baixo peso molecular. A reac¢do de eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio
flavondides acontece quando o radical livre FI-O reage com um segundo radical com a formagéo

de uma quinona estavel (FI-quinona).
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Fig. 14 Reaccdo de eliminacédo de espécies reactivas de oxigénio

Estudos, tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes apresentarem alguns efeitos
toxicos. Em funcéo dos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos,
as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com actividade antioxidante,
0s quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacdo entre eles (Eliana et al., 2013). O
galato de propila, por exemplo, quando em presenca de peroxido de hidrogénio reage com ides
ferrosos formando espécies reativas de oxigénio, as quais podem posteriormente atacar alvos
bioldgicos e a demanda de antioxidantes naturais tem aumentado devido a percepcao negativa que
os consumidores tem a cerca do elevado periodo de seguranca dos antioxidantes sintéticos (Sousa
et al., 2007). Apesar de antioxidantes sintéticos, tais como hidroxianisolbutiato (BHA) e
toluenohidroxibutilato (BHT), serem normalmente adicionados em produtos alimentares para
retardarem a oxidacao lipidica, ainda se recomenda o comsumo regular de frutas e vegetais
contendo antioxidantes naturais pois, estes estdo relacionados com a reducdo de risco de doencas

cardiovasculares (Jang et al., 2010).

Na industria alimentar, antioxidantes sintéticos tais como acido ascorbico e BHT tem sido
extremamente usado como aditivos para preserver e estabilizar alimentos e produtos para
alimentacdo e refrescamento animal, valor nutritivo, sabor e cor. Ainda estudo recente mostrou
que o BHT como potencial toxico, especialmente em doses elevadas, fazendo isto importante e
considerar o risco de satde associado com 0 consumo de BHT em dietas e em periodos prologados
(Oliveira et al., 2009a).
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Nos altimos anos, enquanto tem sido criticada a toxicidade de antioxidantes quimicos sintéticos,
estudos recentes comecaram a investigar o potencial de produtos de plantas para servirem como
antioxidantes para proteccdo contra radicais livres. Fenois, taninos, proantocianidinas e varias
plantas e extractos de ervas tem sido reportados como sendo sequestradores de radicais que inibem
a oxidacao lipidica, porem, o consumo de alimentos ricos em antioxidantes tem reduzido os efeitos

dos radicais livres nos seres humanos (Brito, 2015).

O estudo de antioxidantes é crescente nos ultimos anos, devido aos efeitos benéficos
proporcionados por essas espécies ao organismo humano, como também & prevencao de diversas
doencas ja citadas. Por serem compostos facilmente oxidaveis, os antioxidantes evitam a oxidacao
de outras moléculas importantes. Os antioxidantes podem ser de origem enddgena ou podem ser
adquiridos com a ingestdo de determinados alimentos que possuem esses compostos. Um bom
exemplo sdo frutas e vegetais diversas que sdo comprovadas fontes de compostos fendlicos
(Etelvina & Martins, 2016).
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2.2.4. Quantificacdo dos fendis

Os fenodis totais foram determinados de acordo com (Diem, Elisa, Tran-nguyen, & Ju, 2013)
(Subramanian, Subbramaniyan, & Raj, 2013) com algumas modificacdes. Em que o reagente de
Folin-Ciocalteau interage com o acido gélico e monitorada espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 760 nm usando o espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV-
Visible. A baixo a reac¢do que descreve 0 processo.

COOH COO
Na,CO,
—>

HO OH HO OH

OH OH

COO” OO

+ 2M06' e + 2M05_ + 2H+

HO OH HO OH

OH OH

54 55

Fig. 15 reaccdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin Cian Calteu
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2.2.5. Avaliagdo da Actividade Antioxidante

Varios métodos sdo utilizados para determinar a actividade antioxidante em extratos e substancias
isoladas, dentre eles 0 método Ferric Reducing Power (FRAP) é um método usado para avaliar
a actividade antioxidante, é ampla e actualmente utilizado por (Subramanian et al., 2013) e
(Diem et al., 2013) a baixos valores de pH descrito com algumas modificagdes onde as soluctes
preparadas a partir de extractos, o poder redutor foi investigado observando-se a reducdo do ides
Fe3* para Fe?*, esta capacidade monitorada espectrofotometricamente a um comprimento de
onda de 700 nm usando o espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV-Visible. A intensidade

do poder redutor € directamente proporcional a absorvéncia da mistura da reaccéo.

4-
2Fe(CN) + CisHi0; ———= 2Fe(CN)s™ + C15HgO; + 2H"

Quinona

Ferricianeto Quercetina Ferrocianeto derivado de Quercetina

SFe(CN)* +4Fe® g 4Fe|(CN)s |3

azul da prussia

ido férrico 200nm

Fig. 16 reaccdo da reducdo envolvida na determinacdo do poder redutor dos antioxidantes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. GENERALIDADES

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados solventes procedentes das marcas Merck,
Fluka, Oxford Laboratory, BDH, Aldrich, Carlo Erba e Rochelle Chemical, com grau de pureza
pré-analise (PA). Na cromatografia em camada fina (TLC) foram empregues placas de Aluminio
e vidro recobertas por Silica gel 60 Merck F254 com espessura de 0,25 mm e 1,00 mm, com as
seguintes dimensdes 10X10mm; 5X10mm e 20X20mm. As analises por TLC foram realizadas em
tinas saturadas, com migracdo ascendente. Para a concentracdo dos extractos e recuperacao dos
solventes foi usado o rota-vapor Buchi B480, equipado com o banho-maria.

A deteccdo das substancias sobre as placas cromatogréaficas foi feita sob a luz ultravioleta (UV)
nos comprimentos de onda 254 e 366 nm e pulverizadas com solucéo de anisaldeido (revelador
universal), seguida de aquecimento na estufa a 105-110 °C por 10 minutos.

O critério de separacdo adoptado ap6s a obtencdo dos cromatogramas foi o aparecimento de uma
Unica mancha quando eluidos em pelo menos, dois diferentes sistemas de solventes.

Neste trabalho, na cromatografia em coluna (CC) foi empregue uma coluna de vidro eluida
normalmente sob pressao atmosférica. A fase estacionaria utilizada foi silica gel 60 Merck (70-

230 Mesh). A proporcdo utilizada entre a amostra e a fase estacionaria foi de 1:20.

3.2. COLHEITA E PRE-TRATAMENTO DAS PLANTAS

A escolha das plantas foi baseada na informacdo dos praticantes da medicina tradicional e as
amostras foram colhidas nas provincias de GAZA (Distrito de Chipenhe, localidade de
Chirindzene) e MAPUTO nos Municipios de Boane (Matutuine); Marracuene (Jardim Botanico e
Bobole) e Namaacha (Cascatas) com o apoio de Sr Rogério, botanico, reformado do 1AM, no més
de Novembro de 2014.

O processo de secagem das amostras foi realizado no Instituto de Medicina Tradicional (IMT) —
MISAU por possuir condi¢Bes para o seu tratamento e sob condi¢Bes que assegurem a integridade
do principio activo das amostras (temperatura ambiente, lugar seco, fresco e protegido da luz)

durante quinze dias.
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Depois do processo de higienizacdo e secagem as amostras foram moidas no laboratério da
faculdade de engenharias e conservadas em frascos hermeticamente fechados para analises

subsequentes.

3.3. PROCEDIMENTO DE EXTRACCAO

Os extractos brutos foram obtidos actravés da maceracdo onde colocou-se 50,0 g do p6 das folhas das
plantas (Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechteri, Ochna Natalitius e Pavetta Kotzei) e foram
adicionadas sucessivamente 300 mL de n-Hexano 95,0 %; 300 mL DCM 99,5 %; 300 mL AcOEt
99,5 % e 300 mL MeOH/H20 99,5 % em que o volume do solvente cobriu totalmente o material
vegetal durante 72 horas a temperatura ambiente e protegido da luz. Os extracto n-hex, DCM, AcOEt
e hidrometandlicos assim obtidos foram filtrados por sucgdo e submetidos a evaporacdo sob pressao

reduzida, usando rotavapor a 50°C até a obtencéo dos extractos brutos secos.

3.4. FITOQUIMICA QUALITATIVA
3.4.1. Triagem fitoquimica aplicando os reagentes especificos

Os quatro extractos brutos incluindo as frac¢Ges das quatro plantas em estudo, foram submetidos
a triagem fitoquimica usando os reagentes especificos para deteccdo de metabolitos secundarios
nomeadamente esterdides, triterpenos, glicosidos, diterpenos com maior enfoque para fenis,

flavonoides e taninos em todas as plantas em estudo.

3.4.2. Cromatografia em camada fina (TLC)

E um método fisico-quimico de separacéo dos componentes de uma mistura, com base na migrago
diferencial de solutos num solvente ou numa mistura de solventes apropriados (fase mével) através
de uma camada fina e uniforme (fase estacionaria), fixada num suporte (placa ou folhas) de vidro,
de metal ou plastico. Durante a passagem da fase movel sobre a fase estaciondria, 0s componentes
da mistura sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes €
selectivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migracfes diferenciais destes
componentes.

O fluxograma que se segue apresenta todas as etapas do processo desde a colheita e edentificacao
do material vegetal ate a obtencdo de cromatogramas por TLC tanto nos extractos como nas

fraccoes.
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3.4.3. Cromatografia em coluna

Enche-se a coluna até cerca de 7cm de altura com silica e humedecer com hexano; quando parar
de borbulhar significa que a silica ja esta himida. Escoar o solvente e deixar cerca de 0,5mL. Num
almofariz, homogeizar cerca de 0,8g do extracto bruto da amostra com o dobro da silica (0,160g),
humedecer com AcOEt e conservar. Levar a amostra para a coluna e colocar no fim algod&o. Para
a eluigdo foram usados 50,0 mL de cada um dos seguintes solventes: a) n- Hex., b) n-Hex. AcOEt

(7:3) e c) MeOH. (vide) o fluxograma a baixo.
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J
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Fig. 18 Fluxograma do fraccionamento dos extractos
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3.5. DETERMINACAO DOS FENOIS TOTAIS

Foi feita a determinacéo das fenois totais aplicando o método de Folin - Ciancalteu onde tomou-
se 500 uL de cada extracto bruto de n-Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H-O de concentracdo (lmg/mL)
e usou-se o metanol como solvente para a preparacdo de solucgdes. De seguida adicionaram-se 0s
seguintes reagentes: 500 puL de reagente de Folin-Ciocalteu 10 % (v/v), 1,0 mL de solucéo de
carbonato de sodio 7,5 % (m/v) e 8 mL de agua destilada e uma posterior incubacéo (2 horas), as
soluc@es resultantes, de coloracdo azul, foram lidas as absorvéncias usando o espectrofotometro
de UV-Vis tendo como “branco” o metanol ¢ todos os reagentes, com a excepcdo da amostra. Todos
os ensaios foram feitos em triplicado e o teor de fenois totais calculado como média + desvio
padrdo da média e expressos em miligramas equivalente de acido galico (mgEAG) por grama
de extracto seco, calculados através da equacao da curva de calibracdo (equacdol) do padrao deste
acido, tracada usando a metodologia proposta por (Diem et al., 2013)(Subramanian et al., 2013);

com algumas modificagdes.

Y = 0.025X — 0.1056; R2 = 0.9916(equacio 1) Onde:

Y — absorvéncia,

X — concentragdo (mg L) e R%- quadrado de coeficiente de correlagdo de Pearson.

Para preparacdo da curva de calibracdo, diluiu-se 100, 200, 300, 500 e 1000 pL de uma solugédo
stock de acido galico 50 mg mL™* em 100 mL, adiciona-se 4gua destilada quantidade que baste.

Estas solug@es apresentam as concentrag@es de 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 e 50.0 mg L *

As solucgdes da curva de calibracdo foram preparadas, pipetando-se uma aliquota de 2.0 mL para
um baldo volumétrico de 10 mL, adicionada 2.0 mL de &gua destilada e 2.0 mL de reagente de
Folin - Ciocalteu e agitou-se vigorosamente com voértex e deixadas em repouso por 10 minutos,
seguida pela adicdo de 200 pL de solucdo de carbonato de sédio 7.5 % (Estas solucdes

contém o fenol (4cido galico) nas concentracdes finais de 0,50 - 5,0 mg L.

Apbs 2 horas, as absorvancias das solucdes foram determinadas a 760 nm contra o branco e
plotadas contra concentra¢fes das solu¢bes. Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas, e as
médias usadas para a construcdo da curva de calibracdo por regressdo linear, usando o software

Excel.
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3.6. DETERMINAQAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.6.1. Reducao do ido férrico (método de cianeto férrico)

A determinacdo da actividade antioxidante foi realizada aplicando o método de cianeto férrico
nos extractos brutos de n-Hex, DCM, AcOEt e mistura hidroalcdlica (MeOH:H-0). Para o efeito
tomou-se 1 mL de amostra com 500 pg mL™ de tampéo fosfato (pH = 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto
de potéssio 1 %. A mistura da reaccdo foi incubada a 50°C por 20 minutos, de seguida adicionou-
se 2,5 mL de acido tricloroacético 10 % e centrifugada a 3000 rotagGes por minuto por 10 minutos.
Ao sobrenadante tomou-se 2,5 mL e foi misturado sucessivamente com 2,5 mL de agua destilada
e 500 pL de cloreto férrico 0,1 %. Nas mesmas condicdes foi preparado 500 pug mL™* de rutina
padrédo. As solucdes resultantes, foram lidas as absorvancias usando o espectrofotometro de UV-
Vis. Todos os ensaios foram feitos em triplicado e os resultados do poder redutor (actividade
antioxidante) sdo expressos como média + desvio padrao. A absorvéncia das amostras foi
medida a 700 nm contra o branco apropriado e estas comparadas com a absorvéncia do padrédo

rutina (equacéo 2).

Ap-Aa
Ap

Poder redutor (%) = 100 - ( ) X 100 (equacéo 2)

Onde: Ap - Absorvéncia do padrédo

Aa - Absorvéncia da amostra
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4. RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na fitoquimica qualitativa referentes a triagem
fitoquimica usando reagentes especificos, CCF (vulgo TLC) e a quantificacdo dos fendis totais nos
extractos de folhas de Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechteri, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei
e serdo ainda apresentados os resultados referentes ao poder redutor (actividade antioxidante). O
tratamento estatistico foi feito com recurso a softower excel e ANOVA, de duas vias (dois factores) de
medidas repetidas. Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média de trés
repeti¢Oes usando o teste de t-student a um P<0.05 e foram consideradas significativas as comparagdes. Nas
quatro plantas e nos quatro solventes de extrac¢do, o teor em fendis totais foi determinado por regressao
linear pela equacdo (y = ax + b) da curva de calibragdo do &cido galico e os resultados expressos em

termos de miligrama-equivalente do acido galico.

O poder redutor dos extractos das quatro plantas obtidos nos quatro solventes, foi determinado aplicando
0 método de reducéo do ido férrico, expressa em termos de percentagem relativa calculada em fungéo do
padrdo rutina (flavondide), a qual foi atribuido a actividade méaxima de100 % enquanto que o (ECso), que
expressa a concentracdo minima do extracto capaz de reduzir a concentracéo inicial de ferricianeto até 50

%, o teor de fendis totais e actividade antioxidante dos extractos, foi calculado usando o software Excel.
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4.1. FITOQUIMICA QUALITATIVA

4.1.1. Triagem fitoquimica

As tabelas a baixo apresentam os resultados fitoquimicos obtidos nos extractos das folhas das plantas,

usando reagentes especificos.

Tabela V: Fitoquimica de extractos de Cassytha Filiformis (folhas)

Classede Teste Fitoquimico Extracto
metabolitos n-Hexano Diclorometano Etilacetato Hidroalcoélico
secundirios
Fitosterois . .
Salkowski (Tritepenos) ) ) ) )
Libermann-
+ + + -
Burchard(Esteroide) ® ® ® ©
Glicosidos
De Borntrager
(Antraquinonas) Sy ) ) )
Fendlicos FeCls @ @ @ @
Taninos FeCls ® ® ® %)
Acetato de Pb (&3] (&9 ) +)
Reagente alcalino (&3] (&9 ) +)
Flavondides
Acetato de Pb (&3] (&9 ) +)
Shinoda ® ® ® ®
Diterpenos Acetato de Pb ) ) (-) +)

Legenda (+) = Presente; (-) = Ausente
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Tabela VI: Fitoquimica de extractos de Commiphora Schlechteri (folhas)

Classede Extracto
metabdélitos Teste Fitoquimico
secundirios n-Hexano Diclorometano Etilacetato Hidroalcoslico
Salkowskd (Triterpenos) )
o @ O )
Fitosterois
Libermann-Burchard
i} ) ) ® )
(Esterdides)
Glicosidos
De Bomirager ) @) ) @)
(Antraquinonas)
Fendlicos FeCl; ) ) ) )
FeCls ) ) ) )
Taninos
Acetato de Pb ) ) ) ]
Reagente alcalino (-) ) ) )
Acetato de Pb ) ) ) ]
Flavonoides
Shinoda ) )] ) ]
Diterpenos Acetato de Pb ) -) ) a8}

Legenda (+) = Presente; (-) = Ausente
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Tabela VII: Fitoquimica de extractos de Ochna Natalitias (folhas)

Classe de Teste Fitoquimico Extracto
metabélitos
secundirios n-Hexano Diclorometano Etilacetato Hidroalcoélico
Salkowski(Tritepenos) (-) +) +) )]
Fitosterdis Libermann- &) ® ® ®
Burchard(Esteroide)
Glicasidos Q] - (@] )
De Borntrager
(Antraquinonas)
Fenclicos FeCls Q] (6] (& )
FeCl; Q] ) (&) )
Taninos
Acetato de Pb ) ) (&) )
Reagente alcalino ) ) (&) )
Flavonéides Acetato de Pb O] ® )] (&)
Shinoda ) ® ) (&)
Diterpenos Acetato de Pb (=) ) +) )

Legenda (+) = Presente; (-} = Ausente
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Tabela VI11: Fitoquimica de extractos de Pavetta Kotdzei (folhas)

Classe de Extracto
metabélitos Teste Fitoguimico
secundirios n-Hexano Diclorometano Etilacetato Hidroalcoélico
Fitosterdis Salkowski (Tritepenos) - (+) (+) )
Libermann- (+) ] ) ()
Burchard(Esterdide)
Glicésidos De Borntrager ) ) e} o)
(Antraquinonas)
Fenélicos FeCl; ) ® * )
Taninos FeCls ) ® * o)
Acetato de Pb -) (-) ) o]
Reagente alcalino -) ] ) ey
Flavondides
Acetato de Pb ) (-) ) o]
Shinoda ) ) e} o)
Diterpenos Acetato de Pb -) (-) (6] )

Legenda (+) = Presente; (-} = Ausente

4.1.2. Cromatografia em camada fina (TLC)

Os extractos brutos obtidos como acima descrito, depois do fraccionamento, foi realizada uma série de
ensaios de cromatografia em camada fina (TLC) aplicando dois sistemas de solventes para a eluicdo. A
Fig.19 a 22 ilustram os cromatogramas obtidos apds revelacdo com o reagente anisaldeido. De salientar
que sdo aqui apresentadas apenas placas de fracgfes metandlicas das amostras eluidas nas fases a) FM: n-

Hexg AcOEt (7:3) e b) FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1) que apresentaram uma melhor resolucéo.
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Cassytha Filiformis

A) MeoHd™_FM: n-Hex: AcOEt (7:3) B) MeoH A<OEt: _ FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1)

Fig. 19 - Cromatograma das fracgdes

Commiphora Schlechteri

A) MeoHé™_FM: n-Hex: AcOEt (7:3) B) MeoH 3Okt  FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1)
-

Fig. 20 - Cromatograma das fracgdes
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Ochna Natalitias

A) MeoH%™_FM: n-Hex: AcOEt (7:3) B) MeoH #<OEt: _ FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1)

Fig. 21 - Cromatograma das fraccdes

Pavetta Kotdzei

A) MeoHdm_FM: n-Hex: AcOEt (7:3) B) MeoH 4<OEt: _ FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1)

Fig. 22 - Cromatograma das fraccées
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4.2. FITOQUIMICA QUANTITATIVA DOS COMPOSTOS FENOLICOS

4.2.1. Quantificacdo dos fenois

Tabela IX: Fitoquimica dos extractos de folhas de C. filiformis, C. schlechteri, O. Natalitias e P.

kotdzei

Amostra

n-Hex

Cassyla filifermis

185 897+ 0458~

271.647 £ 0.458E

Fenois Totais (mgEAG/g)*

C.ommiphora

schlechter

202.043 £ 0917

297.323 £ 0.459E

Oclna Naralitias

204.688 + 0.794%4 |

316.117 £ 0.917tE

Pavetta kotzel

231.684 £ 0.794==

408.217 £ 0.916°EF

MeOH/H;0 |

443947 £ 0917

473.854 £0.7940

464 853 £ 0.917%C

561.723 £ 0,458

465.643 £ 0.458C

685.909 = 0.2000 |

469307 + 0.0465C

687.282 £ 0.630°C

*Valores representam a média de triplicata £ o desvio padrio, seguidas de letras diferentes, miniisculas nas linhas e

maiisculas nas colunas, diferem estatisticamente entre si pelo teste f-sfudent a um P < 0.05. Legenda: n-Hex -
extractos brutos de n-hexano; DCM- extractos brutos de diclorometano; AcOEt — extractos brutos de
acetato de etilo; MeOH/H,0O — extractos brutos hidrometanolicos
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| y=0.0252x-0.1056;R?=0.9916

Abs (760 nm)
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0 20 40 60

Concentracao (mg/mL)

Fig. 23 - Curva de calibracéo do acido galico

Legenda: Onde, X — concentracdo (mg/L) e R2 — quadrado de coeficiente de correlacdo de Pearson.

4.3. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

No presente estudo, os extractos brutos de Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechteri, Ochna
Natalitias e Pavetta Kotzei foram usados como fonte de substancias bioactivas e estdo resumidas na tabela
Xl. Os dados apresentados neste estudo, demonstram que o0s extractos hidrometandlicos das plantas
possuem propriedades antioxidantes, o que provavelmente pode causar efeito protector contra algumas

doencas que podem ser causadas por radicais livres em humanos.

Actividade Antioxidante de extractos brutos de folhas de Cassytha Filiformis, Commiphora

Schlechter, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei
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Tabela X: Actividade Antioxidante de extractos brutos de folhas (n- Hex)

Poder redutor (%) reduciodo iiio férrico (método de cianeto férrico)

Conc. pg.mL™

C. Filiformis

C. Schlechtei

0. Natalitias

P. Kotdzei

2.5

5.00

10.0

25.00

50.00

75.00

100.00

125.00

0.717 = 0.380>*
1.530=0.299%2
2.965 £0.219°
3.635=0.2190
4.878 =0.759F
10.7604= 0.380%
12.578 = 0.083:¢

18.938 £ 0.759H

2.774 = 0.2008
4.017 £0.497¢
4.735 =0.143%P
9.421 = 0.647F
16.882 = 0.503F
21.090 £0.287=¢
26.351 =0.209H1

32.950 =0.331*

1.339=0.166°
2.296=0.287%
3.922+0.2999P
9.708=0.414%F
27.690=0.717%¢
52.654=0.380""
59.349=0.2991

90.530=0.380"

0.861 = 0.143°P
1.482=0.219¢
2.009 £ 0.287=
6.982 = 0.600F
12.626 = 0.657™
28.886 = 0.4381
51.937=0.143"

66.284 = 0.380

Legenda: %PRFFe’” - poder redutor dos extractos face ao ifio férrico em percentagem de mutina. As médias com a mesma letra nio

apresentam diferencas significativas para P<0,035
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Tabela XI: Actividade Antioxidante de extractos brutos de folhas (DCM)

Poder redutor (%) reducio doifo férrico (método de cianeto férrico)

Conc.

pg/mL

C. Filiformis

C. Schlechteri

0. Natalitias

P. Kotdzei

5.00

10.0

25.00

75.00

100.00

125.00

4.859+0.461**
5.055+0.219F
5.069+0.299
6.934=0.208P
8.513=0.597=
10.904=0.143%
12.508=0.083:¢

14.252+0.597

2.774+2.208%5
4.017=0.759=C
4.734+0,143
0.421=0.647=F
16.021=1.534%
21.093=0.287%¢
26.351=0297H

32.957=0.331%

6.552=0.772=C

5.882+0.759°P
8.895+0.143¢P
24.103=0.143F
36.489+0.219:C
65.567=0.143
82.664=0.109"

119.273=0.438"

2.199=0.11675

2.678=0.361%

3.635+0.580%

5.931=0.361:¢
8.571=0.461F
11.573=0.298%
14.926=0.083"

18.104=0.597

Legenda: %PRFFe® - poder redutor dos extractos face ao ifo férrico em percentagem de rutina. As médias com a mesma letra nio

apresentam diferencas significativas para P<0,03
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TabelaXIl: Actividade Antioxidante de extractos brutos de folhas (AcOEt)

Conc

Poder redutor (%) reducao do ido férrico (método de cianeto férrico)

C. Filiformis C. Schlechteri O.Natalitias P Kkotdzeli
pug.mL*t

2.5 4.02 + 0.745aA 1.626+0.166°8 1.339+0.166°C  0.861+0.143%°
5.00 4.88 + 0.290°8 2.2 +0.082°C 2.30+0.287°C 1.482+0.2199°

10.0 6.07 + 0.708°C 5.069 + 0.166°° 3.922+0.299° 2.009+0.287"
25.00 7.70 + 0.54390 8.847 + 0.083° 11.095+1.730"  6.982+0.580%°

50.0 12.91 + 0.941° 19.99 +0.911"  25.921+0.3619¢  12.626+0.657°F
75.00 19.89 + 0.678™ 19.99 +0.911"  48.972+0.3619¢  28.168+0.219"H
100.00 22.81 +0.517% 19.99 + 0.911M 59.541+0.287"  37.5897+0.143V
125.00 30.13 + 0.287M" 74.51 +0.166" 90.196+0.219”  56.719+0.219%K

Legenda: %PRFFe3* - poder redutor dos extractos face ao ido férrico em percentagem de rutina. As médias com a mesma letra ndo

apresentam diferencas significativas para P<0,05



Tabela XI11: Actividade Antioxidante de extractos brutos de folhas (MeOH/H:0)

Poder redutor (%) reducio do ido férrico (método de cianeto férrico)

Cone C. Filiformis C. Schlechter 0. Natalitias P. Kotdzei
pgmL!
2.5 5.452+0.143**  3.176+0.708" 25.007+0.447°¢  8.431+0.313%
5.00 6.934 + 0.299*B  6.528+0.299B 36.198+0.738°C  10.325+0.147%
10.0 10.378 £ 0.219°°  19.947+0.219%® 51.330£1.060°%  17.920+0.241F
25.00 39.694 + 0.290  63.764+0.299 109.584+0.307F  31.712+0.651%°
50.00 68.771 + 0.299°F  123.257+0.299% 199.369+0.2735¢  57.877+0.775%
75.00 124,773 £ 0.580TF  198.412+0.580%°  336.671+0.727"%  94.983+0.876'
100.00 147.633 £ 0.430%% 243.859+0.430"  430.722+1.018"  129.307+0.649"
125.00 169.201 + 0.438"  306.083+0.438! 561.4491+0.0007 162.114+0.642%%

Legenda: %PRFFe®" - poder redutor dos extractos face ao ifio férrico em percentagem de rutina. As médias com a mesma letra nio

apresentam diferengas significativas para P<0.03
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Tabela XIV: Concentracéo eficiente dos quatro extractos brutos

CEso ng.mL!

Amostras C. Filiformis

n-Hex 36.765 £ 0.510**
DCM 57.791+ 1.064%
AcOEt 22.536+0.315%

MeOH/H-0  3.392+0.011%

C. Schlechteri
19.535 £ 0.201%*
19.513 +£0.185™
9.147 + 0.059%8

2.090+0.121%¢

0. Natalitias P. Kotdzei

7.602+0.032%* 37.600 £ 0.611%

5.620+0.008= 37.600 £ 0.6119
7.726+0.036°* 12.216+0.020¢

2.090+0.122°¢ 1.00840.004°¢

Legenda: EC30 — concentracio eficiente ugml-l; Asmédias com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para P<0,03

A) CorrelacaoPR X Concentracao n-Hex.

® PR CAS
n-Hex ® PR COMIf
= 1 PR Ochns
g 00 RZ = 0.98 E. Ochna
= ® PR Pay
= 80
= ®
£ 60 . R*=0.957
= 40
Z e g M =0.9942
5] 20 .. .
= = e ¥R _ 0.9605
& o @
(o} 5 10 15
20

Concentracio mg/L

Legenda: PR. CAS poder reedutor de Cassytha,
PR COMif Poder redutor de Commiphora, PR
Ochnnapodreredutor, de Ochnna e PR PAV: poder
redutor de paveta

B) Correlaciao PR X Concentracao DCM

®FR CAS
DCM
@ FE. COMIf
FE. Ochna

o 140 ® PR Pav
E 120 .
= R? =0.984
=~ 100
= 80
=
= &0
S i R? = 0.997
= i el B2 _ o
o s R? = (0.998
20 Tr S-S
B PP T SRRt R? = 0.9956
".—.‘; 0 5 10 15

Concentracdo mg/L

Legenda: PR CAS poder reedutor de Cassytha, PR
COMif. Poder redutor de Commiphora, PR Ochnna
podre redutor de Ochnna e PR PAV: poder redutor
de Paveta
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C) Correlagdo PR X Concentracdo AcOEt

®TPR CAS
AcOEt ® PR COMif
PR. Ochna
_ 100 R> =0.9814 PR Pav
S g0
= " ® rR?-0.9814
= 60
= M 2
= 0 - R? =0.9693
= _ RPN ®
2 20 i@ ® g2 09018
';3 0 |
& 20 0 ° 10 '

Concentracdo mg/L

Legenda: PR CAS poder reedutor de Cassytha, PR
COMIif. Poder redutor de Commiphora PR Ochnna,
poder redutor de Ochnna e PR PAV: poder redutor de
paveta

Fig.24 Curva de poder Redutor X Concentracdo

D) Correlacdo PR X Concentracdo MeOH/H,O

MeOH/H,0 ®PR CAS
® PRCOMIf
600 . PR Ochna
g R?=0.9965 PR Pav
lg_ 500
= 400
= R? =0.9975
< 300 @
1] . 2 _
£ 200 P _R?=0.9859
0 e
~ 100 - L R? = 0.9963
3 R
g o =
0 5 10 15

Concentracdo mg/L

Legenda: PR CAS poder reedutor de Cassytha,, PR

COMIif. Poder redutor de Commiphora PR Ochnna,

podre edutor de Ochnnae PR PAV: poder redutor
de paveta
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5. DISCUSSAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As plantas possuem compostos que ndo sao essenciais a sua sobrevivéncia. Esses, por sua vez, sdo
conhecidos por metabolitos secundarios. Esses compostos sdo responsaveis por ajudarem na
adaptacdo das plantas em ambientes onde se encontram, sendo responsaveis por fontes de
substancias biologicamente activas (Brito, 2015).

A triagem fitoquimica possibilita o conhecimento dos compostos quimicos e avaliacdo da presenca
dos mesmos numa determinada espécie vegetal. Esta é responsavel pelo estudo e analise de
metabolitos secundarios e pela descoberta das funcfes que 0s mesmos desempenham nas plantas.
Esses metabolitos secundarios sdo constituidos por pequenas moleculas complexas e
diversificadas (Brito, 2015).

5.1. FITOQUIMICA QUALITATIVA

Dos testes fitoquimicos realizados nos quatro extractos brutos e nas respectivas fracgoes, foi
possivel identificar fitoesteroides, taninos, triterpenos, glicdsidos, diterpenos, fenois e flavondides
em todas as plantas em estudo; na planta Cassytha Filiformis todos os extractos evidenciaram
presenca de fitoesterdis, glicésidos antraquinonicos, fendis (taninos e flavanoides) enquanto que
os diterpenos e triterpenos apenas foram detectados nos extractos hidrormetanolicos o que de certa
forma vém a confirmar estudos realizados por (Mythili et al., 2011) e (Sathiavelu & Arunachalam,
2012). Na espécie Cassytha Filiformis, em que extractos de acetato de etilo e metandlicos
revelaram a presenca de metabolitos secundarios tais como flavonoides, alcaloides, glicésidos,

terpendides, esterdides, Oleos e gorduras, carbohidratos, taninos e saponinas.

Na planta Commiphora Schlechteri foram identificados os triterpenos os diterpenos nos extractos
n-Hex e hidrometandlico respectivamente. O destaque vai para os fitoesterdis que deram reacgdo
positiva em todos os extractos. Contudo todos 0s outros extractos evidenciaram a presenca de
outros metabolitos como é o caso de glicosidos, fenois (flavanoides e taninos). (Sarup et al., 2015)
estudaram Gleos e resinas de espécies do género Commiphora e a fitoquimica de extractos éter de
petroleo, etandlicos e de acetato de etilo revelaram a presenca de diterpenoides, triterpendides,
esterdides, carbohidratos e ésteres de cadeia alifatica; Todavia, na planta Ochna Natalitias nos
extractos n-Hex, DCM, AcOEt e hidrometandlicos foram detectados fitoesterois, triterpenos,

fendis, taninos, flavadides com a excepcao dos glicosidos que apenas foram detectados no extracto
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hidrometandlico bem como os diterpenos que deram reacgdo positiva nos extractos AcOEt e
hidrometandlicos. Enquanto que dos estudos realizados por (Makhafola et al., 2012) e (Brito,
2015) no género ochnna, a triagem fitoquimica revelou a presenca de fendis (flavonoides e

taninos) entre outros;

Por ultimo na planta Pavetta Kotdzei nos extractos n-Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H>0 foi possivel
detectar a presenca de fenois, fitoesterois, flavandides seguida de taninos nos extractos DCM,
AcOEt e MeOH/H-0; os glicosidos apenas foram detectados nos extractos hidrometandlicos e os
diterpenos no extracto MeOH/H-O. Por seu turno, trabalhos realizados por (Gupta et al., 2013) e
(Ibekwe et al., 2012) os extractos aquosos e metandlicos do género Pavetta evidenciaram a
presenca de alcaldides, flavonoides, terpenos, esterdides, antraquinonas e carbohidratos. As tabelas
VI, VILVIII e IX acima apresentam os resultados fitoquimicos obtidos nas quatro plantas.

5.1.1. Cromatografia em camada fina (TLC)

Os cromatogramas obtidos no teste de cromatografia em camada fina (TLC) realizados nos quatro
extractos brutos demonstram a presenca de manchas nitidas e separadas que provavelmente podem
pertencer a uma das classes destes metabolitos: fitoesterdides, triterpenos, diterpenos, fendis
(taninos e flavonoides). Todavia, trabalhos realizados por (Davalos et al., 2009) (Rijke et al., 2006)
e (Sathiavelu & Arunachalam, 2012). A cromatografia em camada fina de extractos metandlicos
de folhas revelou a presenca das classes de metabolitos acima referidos. Contudo, no presente
trabalho, na cromatografia de coluna, foram isolados quatro compostos, sendo dois na planta
Cassytha Filiformis nos extractos brutos de DCM e AcOEt, na fraccdo metandlica e dois na panta
Pavetta Kotdzei, nos extractos brutos de DCM e AcOEt, nas frac¢des metandlicas. Nao foi possivel

proceder-se a caracterizacao destes compostos.
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5.2. FITOQUIMICA QUANTITATIVA

Compostos fendlicos e flavonodides sdo amplamente difundidos no reino vegetal e séo
reconhecidos pela sua actividade antioxidante; composto fendlicos tais como acidos fendlicos(
acido galico) e flavondides (quercetina e rutina) foram identificados nos extractos brutos das folhas
(Alta et al., 2017).

Os compostos fendlicos estdo fortemente dispersos pelo reino vegetal e também se encontram em
microrganismos, participando do metabolismo animal. Porém, os animais como nédo séo capazes
de sintetizar o anel aromatico, utilizam os que se encontram inseridos na dieta alimentar (Brito,
2015).

O teor de fenois totais determinado nos quatro extractos foi avaliado usando o reagente de Folin-
Ciancalteu, o qual tém sido amplamente usado para a quantificacdo dos compostos fenolicos em
diversos extractos de plantas. O reagente é composto pelos &cidos fosfotunguisténico e
fosfomolibdenico em que estes acidos sofrem a reducdo do seu potencial de oxidacéo de +6 para
+5, quando em contacto com 0s extractos que contenham na sua composi¢do 0S compostos
fenolicos, formando coloragcfes azuladas. O teor dos fendis totais foi determinado usando &cido
galico como padrdo o qual foi submetido a reaccdo com Reagente de Folin-Ciancalteu em
diferentes concentracdes. Foi determinada a analise de regressdo linear Y = 0.025X — 0.1056; R?

=0.9916. A Fig.23, ilustra a recta determinada na faixa de concentracdes de 0.0 — 60,0 mg L.

Os valores dos fendis totais nos extractos MeOH/H20 variaram de 473.854 + 0.794mgGAE/g para
687.282 + 0.630 mgGAE/g desde a cassytha até Pavetta (tabela IX); observou-se que nos extracto
AcOEt houve um aumento significativo no teor de fendis, de 443.947 mgGAE/g a 469.307
mgGAE/g da planta cassytha para a Paveta; bem como de 271.647 mgGAE/g a 408.217
mgGAE/g no extracto DCM. No extracto n-Hex os teores de fendis nas plantas cassytha (185.897
mgGAE/g), Commiphora (202.043 mgGAE/g), Ocnha (204.688 mgGAE/g) e Pavetta (231.684
mgGAE/g), ndo apresentaram diferenca significativa entre elas para (P<0.05). Assim, o teor de
fendis totais foi decrescendo na ordem: MeOH/H20 > AcOEt > DCM > n-Hex, Analisando o teor
de fenois totais (tabela 1X) nota-se que ha uma tendéncia e sempre crescente dentro do mesmo
solvente assim como entre plantas visto que a medida que diminui a polaridade do solvente de
extraccdo, o teor de fendis totais também tem a tendéncia de diminuir. Este facto pode ser devido

a compostos como carbohidratos e triterpenos que podem estar em maiores concentracées no
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extractos MeOH/H20 e consequentemente contribuir para o elevado teor de fendis mais nestes
que em outros extractos. Também pode ser devido a possivel formagdo de complexos de fenois
nestes extractos que sdo sollveis em metanol e agua e estes compostos podem conter mais grupos
fenol ou elevado peso molecular que 0s compostos presentes nos outros extractos. Estes resultados
séo similares aos demonstrados por (Diem et al., 2013).

Estudos realizados no género Cassytha, ndo fazem mencdo ao teor de fendis totais, porém,
(Edewor et al., 2016) determinaram o teor de saponinas em extractos metanolicos do género
Cassytha; 561.723 mgEAG = 0.458. Enquanto que estudo realizado por (Eliana et al., 2013) em
extractos metanolicos do género Commiphora revelaram teores baixos de fendis totais
(1,176+0,263mgEAG.g ) contudo, (Sousa et al., 2007) obtiveram teores altos de fendis totais
(483,63 mg de EAG.g! + 26,00) em extractos etandlicos de outras espécies; 685.909 mgEAG/g +
0.200 O. Natalitias todavia, (Federal & Catarina, 2008) obtiveram teores baixos de fenois totais
em extractos de AcOEt de (333,8 mg EAG.g™ +20,5). No género Ochna quando comparados com
os do presente estudo e 687.282 mgEAG.g* + 0.630 de Pavetta kotdzei em relagdo ao género
devido a pouca literatura disponivel. Dos escassos trabalhos publicados deste género nédo se fez a

determincdo dos fendis totais e consequentemente ndo ha termo de comparagéo.

Regra geral, 0 aumento de polaridade do solvente causa 0 aumento dos compostos fenolicos e por
seu turno, a polaridade do solvente tem efeito na concentracdo de teor de compostos fendlicos e
nota-se que a fitoquimica demonstrou estarem presentes em todas as frac¢des e extractos brutos os

compostos fenolicos.
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5.3. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos fendlicos sempre foram os responsaveis pela actividade antioxidante. O teor de
fendis totais mostrou-se directamente proporcional a sua actividade antioxidante. A actividade
antioxidante das plantas é geralmente relacionada ao teor de seus compostos fenolicos. Por esta
razdo alguns estudos tém avaliado a relagéo existente entre a actividade antioxidante dos produtos
das plantas e seus teores em fendis totais. Neste estudo foi encontrada a relagdo entre eles, pois 0s
resultados demonstraram que existe relacdo entre o teor de fendis totais e a actividade antioxidante
0 que entra em concordancia com a ideia de que compostos fenolicos desempenham papel
importante nos sistemas de redugdo de radicais livres. Contudo, estes resultados devem ser
interpretados com cautela pois, 0 método usado para a determinacdo de fendis totais é pouco
selectivo devido ao reagente Folin-Ciancalteu que reage positivamente com diferentes
antioxidantes (compostos fendlicos e substancias ndo fenodlicas) (Zemmouri, Ammar, &
Boumendjel, 2014).

Compostos fendlicos séo metabolitos secundarios das plantas os quais estdo presentes em todas as
plantas e produtos das plantas. A maioria dos compostos fendlicos tém demonstrado conter
elevados niveis de actividade antioxidante. Estes compostos presentes nas plantas actuam como
antioxidantes devido ao seu grupo hidroxil o qual contribui directamente para a ac¢éo antioxidante.
Assim, os compostos fendlicos sdo efectivos doadores de hidrogénio, fazendo deles bons

antioxidantes (Subramanian et al., 2013).

Os compostos fendlicos sdo um grupo selectivo de antioxidantes que se ajustam a classe de fendis
simples. A actividade antioxidante destes compostos esta relacionada com a sua estrutura quimica
e propriedades reductoras. Os intermediarios formados pelos compostos fendlicos possuem

elevada estabilidade devido a ressonancia do anel aromatico (Alta et al., 2017).

Antioxidantes derivados de plantas, especialmente polifendis e flavondides tém sido descritos por
possuirem varias propriedades tais como anticancer, antidiabético, antianginico, prevencdo de
doencas cardiovasculares entre outras. Acredita-se que a ac¢do dos polifenodis € devido as
propriedades redox as quais jogam um papel preponderante na absor¢ao e neutralizacdo de radicais
livres, sequestrando os oxigénios singleto e tripleto ou decompondo os perdxidos. Os flavonoides

tambem, possuem actividade de manutencdo harmonal nas células condicdo extrema para a
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producdo hormonal. As plantas possuem compostos fendlicos, tais como taninos e flavonoides
que, devido ao seu elevado teor o s@o lhes conferidas propriedades antoxidantes naturais
resultantes da sua habilidade de sequestrar radicais livres e espécies reactivas de oxigénio.
Possuem estrutura perfeita para o efeito, pois agem como antioxidante de forma mais efectiva do
que algumas vitaminas, tais como a vitamina C, E e A. O poder dos flavondides agirem como
antioxidante esta ligada ao poder de oxidacdo dos mesmos (Sathiavelu & Arunachalam, 2012)
(Brito, 2015).

Hé& evidéncias de que a formacdo excessiva de radicais e consequentemente, o stress oxidativo
podem causar diversas doencas como aterosclerose, infertilidade, doencas cardiovasculares,
envelhecimento, diabetes mellitus, imunossupressdo, perda de cabelos, angina, doencas
neurodegenerativas tais como doengas de Alzemer e Parkison entre outras (Etelvina & Martins,
2016) e o organismo humano possui mecanismos de defesa para conter os radicais livres das
enzimas como superoxido dismutato, catalise e peroxidase glutationica, vitaminas C e E, selénio,
B-caroteno, licopeno, luteina e outros caratendides que tem sido usados como antioxidantes

suplementares (Olutayo et al., 2013).

Neste estudo, a avaliacdo do poder redutor nos quatro extractos brutos com diferentes polaridades
foi investigada usando o método de reducdo do ido férrico. O principio do método baseia-se na
reaccdo do Fe** do complexo ferricianeto para a sua forma mudando a sua coloragio gradualmente
de amarelo esverdeado para azul da prassia. A mudanca gradual de coloracdo indica que a amostra
contém agentes antioxidantes (Rhazi et al., 2015). A reducdo do ido férrico nos quatro extractos
brutos das quatro amostras de plantas foi determinado em comparagéo com o padrdo rutina a uma
concentragdo de 125ug mL™ a qual foi atribuida um poder redutor de 100%. Usando a equagao 2,
o poder redutor foi determinado na faixa de concentracdes que variam de 2.5 a 125ug mL™. O
aumento dos valores de absorvéncia nos extractos a 700nm indica o aumento da habilidade

reductiva dos extractos brutos (Subramanian et al., 2013).

Os resultados do doseamento do poder redutor expressos em pg mL? tabela XIV indicam que
todos os extractos mostraram efeitos reductivos. O poder redutor dos extractos variou

significativamente (P<0.05) em todos os extractos.
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No presente trabalho, 0s quatro extractos das quatro plantas foram capazes de reduzir o ido férrico
para o ferroso. Assim, os extractos DCM, AcOEt e MeOH/H20 foram mais activos quando
comparados com o0s de n-Hex pois nestes extractos a quantidade de fenais totais determinado foi
reduzido quando comparado com o de outros extractos dai a actividade antioxidante detectada
nestes extractos ser devido a existéncia de compostos como aminas e outros antioxidantes como a
vitamina C. E também pelo facto de este solvente arastar 6leos e gorduras. Os fitoesterdis sdo

conhecidos como precurssores hormonais e os resultados do poder redutor dos extractos brutos de

diferentes polaridades obedeceram a ordem decrescente de polaridade, isto ¢, MeOH/H20 >

AcOEt > DCM > n-HexX. Portanto, o presente estudo teve também por objectivo demostrar que

houve correlacdo entre os fenois totais e actividade antioxidante o que é concordante com a maioria

dos estudos ja realizados (Review, 2014).

Dados obtidos neste estudo, mostraram que existe correlacdo entre os fenois totais e a actividade
antioxidante nos extractos das folhas das plantas em que o aumento da polaridade dos solventes
leva a um aumento do teor em fendis e consequentemente da actividade antioxidante. Os extractos
de C. Filiformes, C. Schelcher, O. Natalitias e P. Kottdzei na Fig.24 mostram o aumento do poder

redutor em funcéo do aumento concentracao.

Durante o rastreio fitoquimico, no extracto n-Hex quase ndo foram detectados compostos
fenolicos. O poder reductor destes compostos, assim como a sua actividade antioxidante podem

ser devido a presenca de aminas e de outros antioxidantes tais como a vitamina C.

A capacidade medida do poder redutor, pela transformacéo induzida pelos extractos etanélicos de
Fe3* para Fe?" 0 método aplicado por (Sihem et al., 2015), no intervalo de concentragio em analise,

mostrou que o poder redutor de cada extracto aumenta linearmente com a concentragédo

Nos extractos MeOH/H20 o género que obteve melhor resultado para o parametro em andlise é a
Pavetta, destacando-se com um teor de (CEso de 1.008+0.004 pg mL™?) seguida dos géneros
Commiphora e Ochna com valores de CEsp de 2.090+0.121ug mL*? e 2.090+0.121pug mL?
respectivamente. De referir que entre estes géneros ndo houve diferenga significativa nos
resultados do poder redutor. Por fim o género Cassytha apresentou o valor de CEsy de 3.392
+0.011 pg mL . Nos extractos de n-Hex e DCM o destaque vai para o género Cassytha com teores

baixos de CEso que variam de 36.765+0,510 e 57.791+1.064pg mL™ respectivamente.
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Os resultados da avaliagdo quantitativa da actividade antioxidante (%PR) dos extractos n-Hex,
DCM, AcOEt e MeOH/H20 de folhas de Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechter, Ochna
Natalitias e Pavetta Kotdzei estdo apresentados nas tabelas X1, XII, X111 e XIV respectivamente.
As diferencas na capacidade antioxidante dos extractos pode ser atribuida a variabilidade
qualitativa dos compostos. Por exemplo, a actividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus
derivados tais como ésteres, depende do nimero de grupos hidroxil nas moléculas. Em adiccéo,
tém sido reportados que a poténcia antioxidante dos flavandides é directamente proporcional ao
nimero de grupos hidroxil e é positivamente afectada pela presenca de o-dihidroxil
maioritariamente no anel B. Para 0s extractos hidrometandlicos, esta particularidade € explicada
pela elevada capacidade antioxidante dos extractos hidrometandlicos. Mais ainda, a elevada
capacidade antioxidante foi também reportada por (Zemmouri et al., 2014). Nos compostos
identificados em extractos etandlicos e aquosos. geralmente assume-se que a habilidade de agir
como doador de hidrogénio e como inibidor da oxidagéo € devido a sinergias entre os antioxidantes
contidos nas amostras 0s quais fazem com que a capacidade antioxidante dependa nao apenas da
concentragdo dos fenois, mas também da sua estrutura bem como da interacdo entre eles
(Zemmouiri et al., 2014). Assim, é possivel deduzir que o poder redutor dos extractos n-Hex e
DCM ¢ baixo que nos extractos MeOH/H20 devido ao baixo teor de fendis nos referidos extractos.
Observou-se uma correlacdo positiva entre o poder redutor e a concentracdo dos extractos de folhas
de Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechter, Ochna Natalitias e Pavetta Kotdzei conforme
mostrado na figura 23. No entanto, os extractos de DCM dos géneros Cassytha e Pavetta tém um
ponto de interseccdo o que significa que as mesmas experimentam a mesma actividade quando a
concentragdo ¢ igual (5,85mg mL™1). Logo, existe uma relacéo com tendéncia linear com os valores
dos quadrados de coeficiente de correlagdo de Pearson (R? que variam de 0.957 a 0.998) nos quatro
solventes de extraccdo das folhas das plantas em analise. (Mythili et al., 2011) reportaram que
extractos de n-Hex, AcOEt e MeOH de Cassytha Filiformes, foram usados para a determinacgéo
da actividade antioxidante e enfatizaram o facto de os extractos metandlicos possuirem potente
actividade antioxidante em comparacdo com o toluenohidroxi butilato (BHT). os extractos
metanolicos foram também avaliados aplicando o métdodo de reducéo do ferro e os resultados
obtidos sugerem que 0s extractos metandlicos possuem um potencial terapéutico promissor e
podem ser aplicados como uma fonte primaria para o desenvolvimento de novos medicamentos

pelas industrias farmacéuticas. A maior parte de compostos fendlicos particularmente os dietéticos
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presentes no género Cassytha, tem sido reportados por possuirem substancial actividade
anticancerigena e antimutagénica e a maior parte destes compostos fendlicos ocorre naturalmente
e reteém as actividades antioxidante e quimioprotectivas. Entretanto, (lluz et al., 2010) reportaram
que estudos preliminares do género Commiphora revelaram possuir actividade antibacteriana a
qual valida o uso desta planta nas comunidades indianas para o tratamento de feridas. Todavia,
(Makhafola et al., 2012) reportaram que nas espécies do género Ochna foram isolados flavanoides
e biflavanoides com actividades antimalarica, anti HIV e antibacteriana; enquanto que (Gupta et
al., 2013) reportaram a actividade antimicrobiana dos fitoconstituintes como fendis, taninos,
terpendides, 6leos essenciais, alcaldides, saponinas e flavondides nas folhas da espécie pavetta e
além de descrever a planta, estudos farmacoldgicos deste geénero revelaram actividades
antiplasmodio, antimalarica bem como a actividade hipotensiva e in vitro actividades
antimicrobiana, antiprotozoaria e antitumor.

A tabela X1V sumariza as propriedades de todas amostras e os valores de ECso expressos forma
de (ug mL?) para comparagdo. Nesta base, em média associa-se 0 baixo poder redutor com os
valores elevados de ECso. Isto verifica-se nos extractos n-Hex nas plantas Cassytha e Pavetta;
extractos DCM das plantas Cassytha, Commiphora e Pavetta bem como os nos extractos ACOEt
nas plantas Cassytha e Paveta com valores elevados de ECso; 0s niveis de antioxidantes presentes
nos extractos MeOH/H20 séo suficientemente elevados que podem garantir sua exploracdo nas

formulacBes nutracéuticas e alimentos.

A correlacdo de Pearson analisa a relacdo entre o teor de fendis e a actividade antioxidante que se
verifica nas amostras estudadas. Mas, pequenas consideracdes foram dadas devido a existéncia de
variacOes qualitativas e ou quantitativas no perfil dos fenois. Mais ainda, o teor de fendis totais é
reportado como sendo responsavel pela actividade antioxidante (Zemmouri et al., 2014). Assim, a
avaliacdo da correlacdo entre a actividade antioxidante e o perfil dos compostos fendlicos
demonstrados na tabela XIV. Fazendo a anlise de dados pela correlacdo de Pearson. A correlacéo
mais pronunciada foi observada nos extractos MeOH/H20 com o destaque para as plantas
Commiphora (r= 0.9975), Ochna (r = 0.9965) e Paveta com (r = 0.9963) com excepcao da planta
Cassytha cujo (r = 0.9859) no mesmo extracto. Estes resultados sugerem que os fendis 0s quais
constituem a maior parte dos compostos presentes nos extractos que habilitam a potente actividade
antioxidante. Porque estes sdo altamente reactivos como hidrogénio e doadores deste. A menor

correlagéo foi observada apenas nos extractos n-Hex (r= 0.957) planta Pavetta.
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De um modo geral pode se dizer que a mistura MeOH/H20 como solvente de extracgéo, pode ter
facilitado na extraccdo de todos os compostos soltveis em ambos solventes. Este solvente pode
arastar mais compostos fendlicos e em concentragdes elevadas que sejam responsaveis por causar
efeito redutor. Com base nestes factos, pode se afirmar que o melhor solvente para a extracgdo de
compostos fenolicos é a mistura MeOH/H20.

Admitindo que as plantas em estudo contém substancias naturais que podem ser responsaveis pela
proteccdo contra os riscos de muitos processos patolégicos, os resultados descritos neste trabalho
estimulam a continuidade dos estudos para isolar, caracterizar e avaliar a acgdo antioxidante nas
folhas das espécies Cassytha Filiformis, Commiphora Schlechter, Ochna Natalitias e Pavetta
Kkotdzei.

Os resultados dos extractos investigados neste trabalho, mostram a presenca de varios fitoquimicos
com destaque para fenois, flavanoides e triterpenos; com estes fitoconstituintes este facto aliado
ao numero de compostos fenolicos presentes e os valores do poder redutor encontrados nos
extractos MeOH/H20 deste trabalho sugerem para uma investigacdo mais aprofundada em termos
de isolamento e caracterizacao destes fitoconstituintes. De referir que até ao presente momento
esta € a primeira vez que se investiga sobre o contetido dos fendis e a actividade antioxidante das

espécies estudadas.
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6. CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, no presente trabalho foi feita a triagem fitoquimica nos extractos
brutos e nas fracgdes de AcOEt e MeOH/H20 monitoradas pela cromatografia em camada fina,
foram quantificados os fendis totais pelo método de Folin - Ciancalteu bem como do poder redutor
aplicando o método de reducdo do ferro em todos os extractos brutos das folhas nas quatro plantas
estudadas. Todos os extractos e as fracgOes das plantas estudadas revelaram a presenca de

fitoesterois, fenois, flavandides, triterpenos, taninos e diterpenos:

e Na triagem fitoquimica, na planta Cassytha Filiformis todos os extractos evidenciaram a
presenca de fitoesterois, glicosidos, fendis (taninos e flavanoides) enquanto que os
diterpenos e triterpenos apenas foram detectados nos extractos MeOH/H20;

e Na planta Commiphora Schlechteri os fitoesterdis e triterpenos foram identificados no
extracto n-Hex e os diterpenos positivos no mesmo extracto, contudo todos 0s outros
extractos evidenciaram a presenca de outros metabdlitos.

e Na planta Ochna Natalitias em todos os extractos foram detectados os fitoesterois,
glicosidos, fendis, taninos, flavadides com a excepcao dos triterpenos que se mostraram
presentes nos extractos n-Hex e hidrometanolicos, bem como os diterpenos deram positivo
no extracto hidrometanolico;

e por ultimo na planta Pavetta Kotzei todos os extractos mostraram presenca de fenadis,
fitoesterois e flavanoides enquanto que os glicosidos apenas foram detectados nos extractos

hidrometandlicos e n-Hex respectivamente.

Com base na cromatografia de coluna, foram isolados quatro compostos, sendo dois na planta
Cassytha Filiformis na fraccdo MeOH, extractos brutos de DCM e AcOEt, e dois na planta Pavetta
Kotdzei, nas fraccdes metandlicas, extractos brutos de DCM e AcOEt. Néo foi possivel fazer-se a

caracterizacao destes compostos.

Neste estudo, foram determinadas as propriedades (antioxidante e fenaois totais) nos extractos n-
Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H20 nas plantas C. Filiformes, C. Schelcherer, O. Natalitia e P.

Kotdzei. Os elevados teores de fendis totais foram observados nos extractos hidrometandlicos com
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destaque para a planta P. Kotdzei e o teor de fendis demonstrou a ordem P. Kotdzei > O. Natalitia

> C. Schercherer > C. Filiformis;

O maior poder redutor observou-se nos extractos brutos hidrometandlicos. Este facto é justificado
pelo teor elevado de fendis que os extractos apresentaram e ainda pela tendéncia linear que as
varidveis poder redutor e concentracdo apresentaram. Este facto é secundado também pelos de
valores de CEso mostraram-se baixos nestes mesmos extractos para as plantas C. Schelcher, O.
Natalitias e P. Kotdzei, 0 que era de se esperar. Assim, a actividade antioxidante e o teor dos fenois
totais nas plantas obedeceram a mesma ordem Pavetta Kotdzei > Ochna Natalitias > Commiphora
Schlechter > Cassitha Filiformis.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que as quatro plantas possuem potente actividade
antioxidante bem como a existéncia de fitoconstituintes que contribuem particular e efectivamente
para a ac¢do redutora, o que justifica a utilizacdo destas plantas na medicina tradicional para o
tratamento de doenca degenerativas tais como as cardiovasculares, cancerigenas, diabéticas,
reumaticas, infertilidade entre outras e também considerando que substancias naturais podem ser

responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos processos patoldgicos.
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7. RECOMENDACOES

Os metabolitos secundarios detectados pelos testes fitoquimicos bem como pela Cromatografia em
Camada Fina (TLC), podem ser responsaveis pelos efeitos antioxidantes observados nos extractos
das plantas estudadas, contudo estes sdo ainda resultados preliminares deste trabalho de
investigagdo a pesar de se conhecer a composicao destes extractos até agora, ainda ndo é conhecida
a configuracdo absoluta destes compostos isolados a partir destas espécies.

Assim, abre-se um amplo campo de investigacao cientifica necessario para realizar mais estudos
relacionados com as etapas de isolamento e caracterizagdo de cada um dos compostos fendlicos
responsaveis pela actividade antioxidante e podem ser ainda mais exploradas as aplicacfes nas

areas farmacéutica, cosmetologia e nutricional,

Deste modo, que se aplique métodos mais avancados de separacdo tal como é o caso da
Cromatografias Gasosa (GC) e a liquida de alta eficiéncia (ACLAE) acoplados a espectrometros
de massa e de RMN; Estes, iriam contribuir para o isolamento, identificacdo bem como para a

elucidacéo estrutural sem nenhum equivoco dos componentes das plantas aqui estudadas.
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ANEXOS

1. Preparagdo do material vegetal
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a) Secagem b) Moagem ¢) Conservacgéo

2. Tratamento do material vegetal até a obtencao do extracto seco

d) Maceracédo e) Filtracdo f) Evaporacéo g) Extracto bruto seco



3. Cromatografias de Coluna e de Camada Fina

h) Fraccionamento i) Cromatogramas de frac¢cdes com mesmo perfil

j) Cromatogramas de misturas de fracgdes



4. Quantificacdo dos fendis

k) amostras preparadas a partir de extractos e incubacgédo por (2 horas)

1) Ap6s 2 horas de incubagdo — coloragdo azul — UV/Vis 760 nm



5. Actividade antioxidante

m) Centrifugacao de amostras preparadas a partir de extractos

n) Amostras contendo ido férrico — redugdo — azul da prussia — UV-Vis 700nm



Tabela: Material e reagentes para identificacao fitoquimica

MATERIAIS

REAGENTES

Beckers de 500ml

Balanga analitica “Mettler Toledo ML
204”

Erlenmeyers de 300ml

Baldes de fundo redondo de 500ml
Rotavapor* BUCHI B - 480~
Funis de vidro

Papel de filtro

Garras

Suportes

Varetas de vidro

Tubos de ensaio

Pipetas graduadas

Pipetas volumétricas

Almofarizes

Mao de almofariz

Vidros de relogio

Conta gotas

Cépsulas de porcelana

Tinas

Reveladores

Placas de vidro

Micropipetas

Papel de aluminio

Provetas graduadas (25, 50, 100, 250 e
500mL)

n-Hexano 95 %

Anidrido acético > 98,5%

Cloroférmio > 99,8%

Acetato de etil 99,5%

Metanol > 99,8%

Etanol absoluto 99,7-100%

Tolueno >99,9%

Diclorometano 99,5%

Solucéo saturada de acido picrico
Solucdo de iodeto de bismuto e
potéssio-K [Bils]

Reagente de Meyer: Solucdo de
HgCl/KI

Reagente de Wagner: Solucdo de
/Kl

FeClz a 10 %
Reactivo de Liebermann:

CH3COOH a 10%/FeClz a 10 %/

H2SO4

Reactivo de Borntraeger: NH4sOH a

5%

Acido sulftrico concentrado98%

Solucdo aquosa de acetato de

chumbo 10% Acido cloridrico 37%

Acido Acético glacial

Solucgdo de anisaldeido




Tabela : Material e reagentes para determinacgdo da actividade anti-oxidante e fendis totais

MATERIAIS REAGENTES
e Estufa de secagem e Reagente de Folin 10%
e Centrifoga e Acido galico
e Espétulas e NaxCos 7,5%
e Pontas para pipetas automaticas e Agua destilada

e Pipetas autométicas (200, 500 e e Reagente de Prussia: Cs N6 Fe K3

1000uL) e FeClza0,1%
e Banho ultrassénico Co — Parmer 5L e Acido tricloro acético 10%
e Tubos de ensaio e Potassio férric cianide 1%
e Placas para agitacédo e NaHPO4.H20

e Suportes para tubos de ensaio

e Baldes volumétricos de 10,25,50,100,
200, 500 e 1000mL)

e Balanca analitica “Mettler Toledo ML
204~

Na;HPO4

e Geleira

e Espectrofotdmetro Lambida 25




Tabela : Sistemas de Solventes usados para a eluigdo das fraccdes.

Extracto Solvente usado Fase movel (FM) Solucéo para
para amostra confirmacéo
Hexano Hexano a) FM: H:AcOEt(7:3) Solugéo de
b) FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1) | anisaldeido
Diclorometano | DCM a) FM:H:AcOE(t(7:3) Solugéo de
b) FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1) | anisaldeido
Acetato de etilo | Hex.: AcOEt a)FM: AcOEt (7:3) Solugéo de
b) FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1) | anisaldeido
Hidroalcodlico | MeOH/H,0O a)FM: Hex.: AcOEt (7:3) Solugéo de
b) FM: Tol: AcOEt: HAC (5: 7: 0,1) | anisaldeido

Preparacao das solugdes para os testes fitoquimicos

Solucéo de cloreto férrico a 5% (p/v) FeCl3

Pesou-se 5g de cloreto férrico e dissolveu-se num baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o

volume.

Solucdo alcodlica de cloreto férrico a 1% (p/v) FeCls

Pesou-se 1g de cloreto férrico e e dissolveu-se num baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o

volume.




Gelatina a 1% (p/v)

Pesou-se 0,5g de gelatina e dissolveu-se num baldo volumétrico de 50 mL e perfez-se o volume.
Solucéo de NaCl a 10%

Pesou-se 5g de NaCl e dissolveu-se num baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume.

Solucéo de NaOH a 10%
Pesou-se 10g de NaOH e dissolveu-se num baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume.
Solucéo de Acetato de Chumbo [Pb(CH3COQ)2] a 10%

Pesou-se 10g de acetato de chumbo e dissolveu-se num baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o
volume.

Solugdo de NH40OH a 10 %

Numa proveta de 50 mL mediu-se 20 mL da solug@o de amoénia a 25% e introduziu-se num baldo
volumétrico de 100mL e perfez-se o volume com &gua destilada.

Reagente de Dragendorff’

Solucdo A: 1.7 g Nitrato basico bismuto dissolver em 80 ml de 4gua destilada e adicionar 20 ml de
acido tartarico.

Solugdo B: 16 g iodeto de potassoforam dissolvidos em 40 ml de &dgua destilada.

Misturar solucdo A e B naproporgéo 1: 1.

Reagente de Mayer

1.36g de HgCl2 foram dissolvidos em 60 ml de agua destilada e adicionar 5g de Kl e perfazer o
volume de 100 ml

Reagente de Wagner

Dissolver 2g de iodo e 6g de Kl em agua destilada e perfazer o volume até 100 ml.

Reagente de Hager
Pesou-se 1,4g de acido picrico e dissolveu-se num baldo volumétrico de 50 mL e perfez-se o volume.

Solucéo de anisaldeido
Misturar 0,5mL de anisaldeido + 10mL HAC + 85mL MeOH + 5mL H,SO, conc.
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