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Resumo

Em Mocambique, variedades de plantas silvestres alimentares, com elevado potencial nutricional
e medicinal e que satisfazem as necessidades das familias rurais, sdo largamente distribuidas por
todo o pais. Os frutos destas plantas sdo vendidos em mercados informais durante a época de
colheita e consumidos de diversas formas. A sua importancia na dieta depende da
disponibilidade e varia de espécie, regido e tradicdes culturais. Ultimamente, observaram-se
diversas iniciativas de desenvolvimento e adaptacdo de tecnologias de processamento destes
frutos nativos de ocorréncia espontanea, para produtos derivados como licores, doces e jams, que
tém uma declaracdo da sua aptiddo para o consumo humano aprovada pelo MISAU, havendo
necessidade de estudar a composicao fisico-quimica e fitoquimica, caracterizar e comparar as

propriedades nutricionais dos frutos e seus derivados.

No presente trabalho, realizou-se a caracterizacdo fisico-quimica seguindo técnicas e normas
descritas pelo Instituto Adolfo Lutz, fez-se a prospecc¢do fitoquimica qualitativa usando métodos
descritos por Araujo et al. e Silva et al. e usando reagentes especificos para identificacdo dos
constituintes quimicos, avaliou-se a actividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar e
avaliou-se a actividade antioxidante aplicando o método do sequestro de radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) das polpas e derivados (licor e jam) dos frutos de Vangueria infausta e

Strychnos spinosa.

Os resultados deste trabalhno mostram que o processamento dos frutos para seus derivados nao
altera em grande medida as suas propriedades fisico-quimicas. Na prospeccdo fitoquimica,
verificou-se que ha em comum nos dois frutos, presenca de flavonodides e saponinas e uma
diferenciacdo em relacdo a outros fitoquimicos analisados. Na avaliacdo da actividade
antimicrobiana de extractos & concentracdo de 200 mg/ml, os dois frutos ndo apresentaram
inibicdo ao crescimento das bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
thyphimurium, Staphylococcus aureus e da levedura Candida albicans. Na avaliagdo da
actividade antioxidante, as polpas de V. infausta e S. spinosa apresentaram maior actividade

antioxidante que seus derivados.

Palavras-chave: frutos nativos, fitoquimica, actividade antioxidante, actividade antimicrobiana
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Abstract

Mozambique possesses a widespread variety of edible wild plants with high nutritional and
medicinal value. These plants are used to fulfil the basic needs of rural communities. Wild fruits
are sold in informal markets during the harvesting and are consumed in different ways. The
impact of these fruits in the diet depends on the availability, the species and varies according to
the region and its cultural traditions. In recent years a number of initiatives have been developed
and technologies adapted to process indigenous fruits of spontaneous occurrence into saleable
products such as spirits (liquor), sweets and jams. These processed products are approved for
human consumption by the ministry of health; however, there is a need of evaluating their

physicochemical and phytochemical composition and nutritional properties.

In this study the physicochemical characterization of pulps and derivatives of Vangueria infausta
and Strychnos spinosa fruits was carried out following Adolfo Lutz Institute standard methods.
For qualitative phytochemical prospection, the methods described by Araujo et al. and Silva et
al. were applied. The method of diffusion in agar and the method of free radical 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) sequestration were used for antimicrobial activity assessment and for

antioxidant activity evaluation, respectively.

The results of this research work show that the processing the fruits to some derivatives did not
change significantly the physicochemical properties. The phytochemical screening of the two
fruits studied, revealed the presence of flavonoids and saponins in both fruits, while differences
were found in other analysed phytochemicals. The evaluation of the antimicrobial activity
showed that the two fruit extracts did not inhibit the bacterial growth of Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus and the fungi Candida
albicans. The pulps of V. infauta and S. spinosa exhibited higher antioxidant activity than the

corresponding derivatives.

Key-words: native fruits, phytochemistry, antioxidant activity, antimicrobial activity
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MISAU — Ministério de Saude

NADPH — “Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate”
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

ORAC - “Oxygen Radical Absorbance Capacity”

P. aerug — Pseudomonas aeruginosa

pH — potencial de Hidrogénio

S. birrea — Sclerocarya birrea
S. aureus — Staphylococcus aureus

Sap — Saponinas

SIDA - Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

S. spinosa — Strychnos spinosa

SST — Solidos Soluveis Totais

SRO - Substancias Reactivas Oxigenadas

Tan — Taninos

TBARS — “2-Thiobarbituric Acid Reactive Substances”
TRAP — “Total Reactive Antioxidant Potential”

Trit — Triterpendides
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Trolox — Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
TSA —Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
ufc — Unidade Formadora de Colonia

V. infausta — Vangueria infausta

UV — Ultra Violeta

UV-Vis — Ultra Violeta — Visivel
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1 Introducéo

J& desde os primdrdios, o homem se interessa pelos compostos provenientes da natureza.
Simples extrac¢des aquosas de flores, plantas e até mesmo de insectos foram usadas para isolar
compostos cujo sabor, cor e odor pudessem ser utilizados para variados fins. Estes compostos
eram usados, como venenos, no tratamento de doencas, para o fabrico de perfumes, estimulantes
e muitas outras aplicagcdes. Os produtos naturais sdo compostos quimicos obtidos de fontes
naturais, quer estas sejam de origem animal ou vegetal, no entanto a maioria dos produtos
naturais sdo isolados a partir de plantas, devido a facilidade do processo de isolamento (Ramos,
2011).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) informou em 2001 que a fitoterapia serve a salde de
cerca de 80% da populacdo mundial, especialmente para milhGes de pessoas em vastas areas
rurais dos paises em desenvolvimento (Masoko, 2013; Okullo et al., 2014).

As plantas sdo utilizadas medicinalmente em diferentes paises e sdo uma fonte de muitas e
potentes drogas eficazes (Ugoh e Bejide, 2013). As plantas medicinais estdo dentre os produtos
naturais de grande interesse cientifico e funcionam como fabricas de compostos quimicos,
conhecidos como fitoquimicos, devido a possibilidade de serem empregues como fitofarmacos
(Palmeira et al., 2010). Além disso, os compostos bioactivos de plantas tém servido de
precursores para a sintese de drogas sintéticas, servindo também de base para a producdo de
medicamentos semi-sintéticos e sintéticos (Dias et al., 2012; Passos et al., 2009).

Estes compostos como glicosideos, esteroides, alcaldides, terpendides, saponinas, flavonoides,
antocianinas, taninos, acidos fendlicos, lignanas, ligninas entre outros, tém uma variedade de
funcdes na vida vegetal incluindo a manutencéo das funcdes fisioldgicas da planta. Eles actuam
ainda como defesa contra microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos e também

insectos (Régo Jr. et al., 2011).

Em Mocambique cerca de 15% do total dos recursos genéticos vegetais (estimados em cerca de
5. 500 espécies de plantas) sdo usados pelas comunidades rurais para fins medicinais e
desempenham um papel fundamental nos cuidados de salde basicos. Para além do valor
medicinal, as plantas medicinais constituem uma fonte de rendimento para os colectores e

vendedores (Senkoro et al., 2012).
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Hoje em dia, as pesquisas buscam substancias com actividades bioldgicas provenientes de fontes
naturais que possam actuar sozinhas ou sinergicamente com outros aditivos; que funcionem
como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e limitem o uso dos
antioxidantes sintéticos e agentes conservadores. Por um lado, devem possuir actividade letal ou
inibitoria contra muitas espécies microbianas responsaveis por muitas doencgas e epidemias.

As pesquisas actuais em plantas medicinais, ddo mais enfase ao isolamento dos principios
activos, sua identificacdo, a verificacdo das suas aplicacbes em actividades da indudstria
alimenticia, farmacéutica e cosmética, bem como na obtencdo de diferentes extractos dos
vegetais envolvidos (Cansian et al., 2010b).

Pesquisas recentes tém demonstrado a existéncia de uma grande variedade de frutos indigenas
com elevado potencial nutricional e medicinal que satisfazem as necessidades das familias rurais
(Magaia et al., 2013a; Dimelu e Odo, 2013; Mothapo et al., 2014; Okullo et al., 2014).

Em Mocambique, variedades de plantas silvestres alimentares sdo largamente distribuidas por
todo o Pais. Os frutos e as améndoas destas plantas sdo vendidos em mercados informais durante
a época de colheita e sdo consumidos de diversas formas. A importancia dos frutos silvestres na
dieta depende, em grande medida, da sua disponibilidade e a escolha de espécies de frutos varia

de acordo com a regido e as tradi¢Ges culturais (Magaia et al., 2013b; Chiau et al., 2013).

Nos Ultimos anos, tem estado a observar-se em Mocambique diversas iniciativas de
desenvolvimento e adaptacdo de tecnologias de processamento de frutos nativos de ocorréncia
espontanea. Um exemplo é o da Agro-servicos, empresa privada que desde 2004 vem criando
férmulas de licores, doces e jams produzidos com frutos que ocorrem de forma espontanea nas
florestas de Mocambique, nomeadamente Mapfilwa (Vangueria infausta), Canhu (Sclerocarya
birrea), Massala (Strychnos spinosa), Maracuja (Passiflora spp), Tamarindo (Tamarindus
indica), Malambe (Adansonia digitata) e Jambaldo (Syzygium cordatum).

A maioria dos referidos produtos ja circula num formato comercial no mercado nacional, com
destaque para a cidade de Maputo (figura 1). Os produtos possuem uma declaracdo da sua
aptiddo para o consumo humano atestada por laboratérios do MISAU, contudo existe a
necessidade de estudar a sua composi¢do fisico-quimica, fitoquimica e uma completa

caracterizacdo das suas propriedades nutricionais.
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E neste ambito que no presente trabalho fez-se uma caracterizagéo fisico-quimica e fitoquimica
bem como a avaliagdo da actividade antimicrobiana e antioxidante das polpas e derivados

(licores e jams) dos frutos Massala (Strychnos spinosa) e Mapfilwa (Vangueria infausta).

Figura 1: Derivados de frutos nativos processados pela empresa Agro-servicos
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1.1 Objectivos

1.1.1 Geral

Avaliar a composicao fisico-quimica e a actividade antioxidante e antimicrobiana dos

frutos das plantas Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa) e seus

derivados (licores e jam).

1.1.2 Especificos

Determinar a composicdo fisico-quimica e fitoquimica da polpa dos frutos e seus

derivados;
Testar a actividade antioxidante da polpa dos frutos e seus derivados;

Testar a actividade antimicrobiana da polpa dos frutos e seus derivados.
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2 Revisdo Bibliogréfica

2.1 Aspectos gerais das familias Loganiaceae e Rubiaceae
Loganiaceae é uma familia angiospérmica que ocorre nas regides dos trépicos e subtropicais
(Basilio et al., 2005). A familia loganiaceae ndo possui um ancestral comum, por isso alguns

géneros, antes pertencentes a esta familia, foram agrupados em outras familias.

As loganiaceae produzem muitos alcaldides inddlicos, e a maioria dos alcaldides séo toxicos e
também tém actividades farmacoldgicas importantes. Um desses alcaldides é a estricnina (1)

(figura 2), muito conhecida pela populagéo e famosa pelo seu elevado indice letal.

Figura 2: Molécula de estricnina (1)

A familia é predominantemente lenhosa, com cerca de 20 arvores de espécies nativas na Africa
Austral. As folhas sdo opostas, simples e muitas vezes reduzidas, por vezes apresentam uma
linha entre as pétalas. Fazem parte desta familia a Strychnos decussata, Strychnos hennigsii,
Strychnos spinosa, Strychnos usambarensis, Strychnos abyssinica, Strychnos aculeata, Strychnos

acuminata, Strychnos acuta, Strychnos acutissima, Strychnos ignatii (Philipe et al., 2005).

Plantas do género Strychnos tem sido utilizadas na medicina popular em muitas partes do mundo
(Isa et al., 2014a).

A familia Rubiaceae engloba cerca de 637 géneros e cerca de 10700 espécies (Pereira e Barbosa,
2004). Rubiaceae é conhecida por ser uma familia de dificil classificacdo a nivel de subfamilia
(Margalho et al., 2009), contudo sdo identificadas quatro subfamilias (Cinchonoideae,
Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae) e 44 tribos, essencialmente tropicais (Pereira e Barbosa,
2004; Margalho et al., 2009).
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Esta familia (Rubiaceae) possui espécies de grande importancia econémica que sdo exploradas
como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais (Ixora spp.,
Mussaenda spp., Gardenia spp., entre outras) e também na industria farmacéutica, como por
exemplo Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, empregada no tratamento da malaria.
Além disso, varias espécies sao referidas popularmente como medicinais e/ou tdxicas, dentre as
quais destacam-se: Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum.. Diversas espécies dos géneros
Borreria, Cinchona, Richardia, sdo consideradas como medicinais e os géneros Palicourea e

Psychotria, popularmente conhecidos como “mata-ratos”, sdo consideradas venenosos.

Quimicamente, a familia destaca-se pela presenca de alcaléides quinolinicos (Quinina (2)),
isoquinolinicos (emetina (3)), inddlicos (ioimbina (4)) e bases de purina como a cafeina (5)
(figura 3), substancias utilizadas mundialmente na industria farmacéutica e alimenticia (Souza et
al., 2013; Coelho et al., 2006).

Figura 3: Quinina (2), Emetina (3), loimbina (4) e Cafeina (5)

Algumas espécies do género Vangueria (Rubiaceae) sdo utilizadas na medicina tradicional de

varios paises.
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2.1.1 Descri¢do da planta Strychnos spinosa e seu uso na medicina tradicional

A planta Strychnos spinosa (de nomes locais N’sala ou Massala), uma arvore de tamanho
pequeno com inumeras folhas, ocorre em florestas ribeirinhas e costeiras. As hastes desta planta
ndo sdo muito grossas e muitas vezes, descamam-se em pedacos colados. As folhas séo elipticas,
ovadas ou quase circulares, com tonalidade verde-escura na parte superior da folha e
visivelmente palida na parte inferior. As flores sdo pequenas e estdo em cachos na parte terminal
dos ramos principais ou dos ramos laterais. A floragdo ocorre em Agosto e a frutificacdo em
finais do més de Outubro até més de Janeiro, dependendo do tipo de género desta familia. Os
frutos sdo largos (cerca de 12 cm de diametro), globosos, esféricos, amarelos a amarelos

acastanhados quando maduros, de casca dura e lenhosa (Sitrit et al., 2003) (figura 4).

Figura 4: Fruto verde (A) e maduro (B) da S. spinosa (Fonte: World Agroforestry Centre —

University of Greenwich)

As partes da Strychnos spinosa mais utilizadas sdo os frutos e as folhas. Sendo assim, os frutos

dessas espécies sao comestiveis, e as folhas usadas como um analgésico (Philipe et al., 2005).

A planta é utilizada na medicina tradicional no Senegal como um analgésico e no tratamento de
doencas venéreas, doencas do estdbmago e mordeduras de cobras (Isa et al., 2014a).

Uma decocgéo da folha ou raiz é utilizada como um analgésico na Africa Central. Na Gambia, as
decocgBes das folhas como das cascas em po desta planta, sdo utilizadas para o tratamento de
feridas, enquanto nos Camarfes as folhas secas e pulverizadas sdo misturadas com alimentos
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para tratamento de danos no figado. Os Zulus da Africa do Sul usam os frutos verdes como um
antidoto para picada de cobra (Isa et al., 2014a).

Reporta-se também na medicina tradicional no sul do Benin, o uso desta planta (folhas, galhos,
parte aérea e raizes) para tratamento de dores de estbmago, dores abdominais, célicas,
esterilidade, abcesso, doenca do sono e maléria (Bero et al., 2009).

No Mali, cascas de caules e raizes sdo usadas para o tratamento de diarreia (Sanogo, 2011). A
parte interna do fruto da Strychnos spinosa € usada para o tratamento das verrugas por
esfregamento sobre a sua superficie e esta parte interna do fruto, quando combina com folhas de
Strychnos madagascariensis é usada para tratamento das feridas (De Wet et al., 2013).

Extracto aquoso das raizes das Strychnos spinosa, administrado oralmente, é usado
tradicionalmente para o tratamento de doencas venéreas, hérnia e contra venenos de mordidas de
cobras (Bruschi et al., 2011).

2.1.2 Composicdo fisico-quimica da Strychnos spinosa

A tabela 1 mostra o conteudo de minerais encontrados no fruto da planta Strychnos spinosa
enquanto a tabela 2 apresenta pormenores da composicdo do fruto desta planta em matéria seca,
nomeadamente cinzas, ligninas, proteinas, fibras, pH, acidez e vitamina C (Amarteifio e Mosase,
2006; Legwaila et al., 2011).

Tabela 1: Conteido de minerais do fruto da Strychnos spinosa

Minerais (mg/100g peso seco) Minerais (mg/100g peso seco)

Ferro 0.11 Zinco 0.22
Potassio 1370 Sddio 21.7

Calcio 56.0 Fosforo 66.0
Magnésio 49.0

Fonte: Amarteifio e Mosase, 2006; Legwaila et al., 2011
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Tabela 2: Composigéo (%) e pH (25 °C) do fruto da Strychnos spinosa

Composicéo Em percentagem Composicéo Em percentagem
(%) (%)
Matéria seca 19.7 Fibra em detergente neutro 6.20
Cinza 4.6 pH 3.96
Lignina em detergente &cido 3.3 Acidez 0.77
Proteina bruta 6.1 Vitamina C 88.0
Fibra em detergente acido 4.4

Fonte: Amarteifio e Mosase, 2006; Legwaila et al, 2011

2.1.3 Composicao fitoquimica da Strychnos spinosa
A polpa é totalmente comestivel mas as sementes apresentam compostos quimicos tais como

estricnina e outros alcaldides, que podem ser muito venenosos (Philipe et al., 2005).

A analise qualitativa dos fitoquimicos dos extractos aquosos, etanolicos e metandlicos das folhas
e casca de caule de Strychnos spinosa revelaram a presenca de alcalGides, esterdides,

terpendides, taninos, agucares redutores e saponinas (tabela 3) (Ugoh e Bejide, 2013).

Tabela 3: Constituintes fitoquimicos das folhas e casca de caule da S. spinosa

Componentes bioactivos Extractos das folhas Extractos da casca de caule
A E M A E M
Alcalbides + + + + + +
Glicosidos + + + — n _
Terpendides e Esterdides + + + + + +
Taninos + - + + + ¥
Acucares redutores + — + + + +
Antraquinonas — + + — - +
Flobataninos — — - — _ _
Saponinas + + - + + +

Chave: + = Presente, - = ausente (ndo detectado), A= aquoso, E= etan6lico, M= metandlico

Madsse, B. J. — Departamento de Quimica — Faculdade de Ciéncias - UEM 9



Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos
Frutos de Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa)

2.1.4 Actividade bioldgica da planta Strychnos spinosa

Vérias propriedades farmacologicas como antimicrobiana, antiprotozoaria, antinflamatoria,
antioxidante, antialérgica, antiviral, entre outras, reportadas nesta planta, sdo relacionadas com a
existéncia de varios metabolitos secundarios como monoterpenos, triterpendides, esterois,
alcal6ides, flavonoides e compostos polifendlicos que ocorrem e ja isolados de diferentes partes
desta planta (Isa et al., 2014a).

Extractos metandlicos da casca do caule e extractos etanolicos das folhas de Strychnos spinosa
mostraram-se muito eficazes contra as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,

respectivamente (Ugoh e Bejide, 2013).

Numa avaliacdo da actividade antiplasmddica de 19 espécies de Strychnos (Loganiaceae) in
vitro, contra uma estirpe de Plasmodium falciparum susceptivel & cloroquina, o extracto de
acetato de etilo (EtOAc) e extracto metanolico (MeOH) da espécie Strychnos variabilis

apresentaram inibicdo relativa contra esta estirpe (Philipe et al., 2005).

Num estudo antimicrobiano realizado usando extractos aquosos, etanolicos e metandélicos das
folhas e das cascas de caule de Strychnos spinosa sobre as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida albicans, aplicando o método de
difusdo em agar e o método de microdiluicdo para a determinacdo da concentracdo inibitoria
minima, o0s extractos mostraram boa actividade contra as bactérias Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e minima actividade contra a bactéria Staphylococcus aureus e o
fungo Candida albicans (tabelas 4 e 5) (Ugoh e Bejide, 2013).

Tabela 4: Zona de inibicdo (mm) de extractos das folhas de S. spinosa

Extractos das Conc. Organismos testados
folhas (mg/ml) S. aureus E. coli P. aerug. C. albicans
Aquoso 70+£0.3 9.0+£0.7 22.0+£0.5 9.0+£0.7
Etanolicos 200 9.0+0.3 9.0+0.7 240+0.5 10.0+0.7
Metanolicos 9.0+0.3 19.0+ 0.7 23.0+£0.5 10.0+0.7
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Tabela 5: Zona de inibicdo (mm) de extractos da casca do caule de S. spinosa

Extractos casca | Conc. Organismos testados
do caule (mg/ml) S. aureus E. coli P. aerug. C. albicans
Aquoso 7.0+£0.3 19.0+0.7 25.0£05 9.0+£0.7
Etanolicos 200 9.0+£0.3 13.0+0.7 16.0+0.5 10.0+0.7
Metanolicos 9.0+0.3 26.0+0.7 16.0+0.5 10.0+0.7

Avaliando-se a actividade dos extractos etanolicos da casca de caule sobre as bactérias Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida
albicans, nenhuma actividade foi verificada (Kubmarawa et al., 2007).

Num outro estudo da actividade antimicrobiano de diferentes extractos e fraccGes de folhas de
Strychnos spinosa, sobre diferentes fungos e bactérias gram-positivos e gram-negativos,
mostraram uma actividade com concentracéo inibitoria minima que varia de 0,04 a 1,25 mg/ml,
considerada baixa e moderada por varios autores (Isa et al., 2014b).

Actividade antioxidante de diferentes extractos e frac¢bes de folhas de Strychnos spinosa foi
determinada usando os métodos DPPH e ABTS e os resultados mostraram valores de Clsg
variados mais elevados em relacdo aos padrdes usados que sdo o acido ascorbico e Trolox (Isa et
al., 2014b).

2.1.5 Descricdo da planta Vangueria infausta e seu uso na medicina tradicional

Vangueria infausta (familia Rubiaceae e de nomes locais Pfilwa ou Mapfilwa) é uma arvore que
cresce bem em solos semiaridos e em florestas tropicais, contudo tem uma distribuicdo mundial.
Esta planta é encontrada principalmente na Africa do Sul, mas também é nativa do leste da
Africa e Madagascar (Abeer, 2011; Mbukwa et al., 2007).

A frutificacdo da Vangueria infausta ocorre entre os meses de Janeiro e Maio. Esta planta serve
como uma fonte de alimentos e remédios para comunidades rurais (Mothapo et al., 2014). Os
frutos da Vangueria infausta s@o consumidos por pessoas e animais selvagens enquanto
diferentes partes da planta tém sido usadas tradicionalmente para o tratamento da maléria,

chagas, ciclo menstrual, problemas uterinos e inchagos genitais entre outras enfermidades
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(Ramalingum e Mahomoodally, 2014; Mothapo et al., 2014; Van Wyk, 2011; Abeer, 2011,
Mbukwa et al., 2007).

O fruto da Vangueria infausta, tem um didametro de aproximadamente 3 a 6 cm, sua cor varia de
verde a castanho claro quando maduro, e contém 3 a 5 sementes embebidas na polpa (figura 5)
(Chiau et al., 2013).

ot

Figura 5: Fruto verde (A) e maduro (B) da V. infausta (Fonte: http://toptropicals.com/)

A folha, frutos, cascas do caule e casca da raiz sdo utilizados como um remédio para muitas

doencas e as raizes sdo utilizadas para tratar a malaria (Abosi et al., 2006).

No Quénia a infusdo dos frutos e das raizes sdo usados tradicionalmente para o tratamento de

vermes parasitas (De Boer et al., 2005).

Na Tanzénia, diferentes partes da espécie Vangueria infausta tém sido tradicionalmente
utilizados para o tratamento da malaria, feridas, problemas menstruais e uterinos (Ramalingum e
Mahomoodally, 2014).

Na zona centro-sul do Zimbabwe, extractos aquosos das raizes de Vangueria infausta sdo usados
na medicina tradicional para o tratamento de diarreias (Maroyi, 2013) e em Meru, um distrito
central de Quénia, como anti-helmintico (Gakuya et al., 2013).

A infusdo de raizes ou cascas de Vangueria infausta trituradas e misturadas com agua quente ou
fria (250 ml) e bebida trés vezes por dia, diminui a incidéncia da diarreia (Wet et al., 2010).
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2.1.6 Composicdo fisico-quimica da Vangueria infausta
A tabela 6 mostra o conteddo de minerais encontrados no fruto da planta Vangueria infausta
colhido na provincia de Maputo (Mo¢ambique) (Magaia et al., 2013a) e em Janeiro (periodo 1) e

Margo (periodo 2), na provincia do Limpopo (Africa do Sul) (Mothapo et al., 2014).

Tabela 6: Conteido de minerais do fruto da Vangueria infausta

Minerais do fruto da Vangueria infausta (mg/100g peso seco)

Fe |K Ca|Mn |P N Mg |Na |S Se | Zn | Referéncias

3.0 1249|190 |na |92 |na |65 |18 |45 2.0 |n.a. | Magaiaetal, 2013a
P1 20122 |02|474/03 |09 (na |na |[na |[na |na. | Mothapoetal, 2014
P2 121618 |02|460|03 (09 |na. |na |na |na |na.

n.a. = ndo analisado; P1 = periodo 1; P2 = periodo 2

A tabela 7 apresenta pormenores da composicdo em matéria seca, humidade, proteina, pH, teor
de acidos (%), teor de acUcares (°Brix), gordura e cinzas do fruto da planta Vangueria infausta
colhido em 2008 (periodo 1) e em 2009 (periodo 2) na provincia de Maputo (Mocambique)
(Magaia et al., 2013a) e entre Janeiro e Fevereiro (periodo 1) e fora do periodo normal de

frutificacdo (periodo 2) na provincia do Limpopo (Africa do Sul) (Mothapo et al., 2014).

Tabela 7: Composicdo do fruto da planta Vangueria infausta

Composicédo Mothapo et al., 2014 Magaia et al., 2013b
Periodo 1 Periodo 2 Periodo1 | Periodo2 | Periodo1 | Periodo 2
Matéria seca 19.3+4.0 80.9+8.9 37.4+0.5 | 30.0+0.1 | 37.3+0.9 | 34.5+0.7
Humidade 80.7+£13.0 | 19.1+5.0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Proteina 5.40+0.2 | 5.8040.2 2.9+0.5 2.2+0.3 47404 | 3.3+0.8
pH 3.20+£0.03 | 3.20+0.02 n.a. n.a. n.a. n.a.
Teor de 4cidos | 0.20+0.02 | 0.20+9.9 n.a. n.a. n.a. n.a.
°Brix 7.70+£0.4 | 3.90+0.7 n.a. n.a. n.a. n.a.
Gordura n.a. n.a. 0.5+0.8 0.7+0.1 0.7£0.2 0.2+0.0
Cinzas n.a. n.a. 7.8+0.6 5.3+0.0 5.7+0.4 3.2+0.2
n.a. = nédo analisado.
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2.1.7 Composicéo fitoquimica da Vangueria infausta
No estudo fitoquimico dos extractos de folhas e raizes de Vangueria infausta (tabela 8), foram
encontrados componentes quimicos como taninos e saponinas e adicionalmente foram

identificados nas folhas os flavondides.

Tabela 8: Constituintes fitoquimicos das folhas e raizes da planta V. infausta

Constituintes fitoquimicos
Parte planta Alc |Flav | Sap | Com | Antr | Glic | Tan | Referéncias
Folhas - + + — — - + Tafadzwa, 2012
Raizes — - + - - — + Tafadzwa, 2012
Folhas nd. |+ nd. |n.d. nd. | nd. |nd. | Mbukwaetal, 2007
Folhas nd. |+ nd. | n.d. nd. | nd. |nd. | Abeer, 2011

Alc = Alcaléides, Flav = flavonoéides, Sap = saponinas, Com = comarinas, Antr = antraquinonas,

Gli = glicésidos, Tan = taninos, n.d. = ndo determinado, — = auséncia, + = presenca

2.1.8 Actividade bioldgica da planta Vangueria infausta

Recentes estudos farmacoldgicos tém demonstrado que extractos de folhas e da raiz desta planta
apresentam uma significativa actividade antiplasmadica (Abeer, 2011; Mbukwa et al., 2007).
Num teste antimicrobiano de extractos aquoso e metandlico de folhas, frutos (maduros e verdes)
e sementes desta planta, realizado sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e fungos Aspergillus niger, Candida albicans, usando o método de
difusdo em agar (tabela 9 e 10), o extracto aquoso de frutos verdes apresentou actividade
antimicrobiana contra Escherichia coli e o extracto aquoso de frutos maduros apresentou

actividade contra Staphylococcus aureus (tabela 9) (Ramalingum e Mahomoodally, 2014).
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Tabela 9: Actividade antimicrobiana do extracto aquoso de diferentes partes da planta V.

infausta
Microrganismos Gram Padrdo® Diametro da zona de inibicdo (mm)
testados (+/-) Extracto aquoso (50 mg/ml)
S1 Sz S3 S4

S. aureus G+ 26.33+0.58 - - 10.67+1.15 -
E. coli G- 21.67+£3.79 - 12.67+0.58 - -
P. aeruginosa G- 15.33£1.53 — - — —
A. niger F 23.00+1.00 - - - -
C. albicans F 20.67+0.58 — - — —

S:: Folhas; S: frutos verdes; Ss: frutos maduros; Ss: sementes; G': Gram positiva; G : Gram

negativo, F: fungos; (-): sem zona de inibicdo.®:ampicilina.

Quanto aos extractos

metanélicos,

as folhas apresentaram actividade em bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli e as sementes em Staphylococcus aureus (tabela 10)

(Ramalingum e Mahomoodally, 2014).

Tabela 10: Actividade antimicrobiana do extracto metandlico de diferentes partes da planta V.

infausta
Microrganismos Gram Padrao® Diametro da zona de inibi¢cdo (mm)
testados (+-) Extracto metanélico (50 mg/ml)
S1 S S3 Sy

S. aureus G+ 26.33+0.58 11.67+1.53 - - 8.33+1.53
E. coli G- 21.67+£3.79 10.00+2.00 — — —

P. aeruginosa G- 15.33+1.53 - - - -

A. niger F 23.00+1.00 - - - -

C. albicans F 20.67+0.58 - - - -

S;: Folhas; S: frutos verdes; Ss: frutos maduros; S4: sementes; G': Gram positiva; G : Gram

negativo, F: fungos; (-): sem zona de inibic&o. @:ampicilina.
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Material extraido de diferentes partes desta planta e usando como solventes acetona, acetato de
etilo, metanol, dgua fria e agua quente, apresentou actividade antimicrobiana em uma ampla
gama de microorganismos seleccionados, contudo, o extracto de raizes foi inactivo para
Streptococcus grupo A e Pseudomonas aeruginosa (Tafadzwa, 2012).

Usando o método de dilui¢do, para determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM),
extractos acetonicos das folhas de Vangueria infausta mostraram boa actividade contra bactérias
gram-positivas em vinte diferentes espécies destes microrganismos (Shai et al., 2013).

Extractos das folhas Vangueria infausta mostraram menor contetudo fendlico total, mas uma

grande actividade antioxidante (Tafadzwa, 2012).

2.2 Antimicrobianos naturais

Substancias antimicrobianas ou antibidticas constituem um grupo especial de agentes
terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Sdo substancias que,
em pequenas concentracdes, devem possuir actividade letal ou inibitoria contra muitas espécies
microbianas e, além de prevenir o desenvolvimento de microrganismos resistentes, devem
apresentar auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro e estabilidade quimica, entre outras
caracteristicas (Soares et al., 2009; Barbosa, 2008). Muitos antimicrobianos naturais podem ser
subdivididos em antibacterianos, antiprotozodrios e antifingicos.

O estudo desses agentes, com acc¢do bioldgica, € importante no campo da salde visto que se
buscam, mundialmente, substdncias menos toxicas e mais eficazes contra a resisténcia
microbiana e capazes de combater novos patogenos (Pinho et al., 2012; Palmeira et al., 2010).
Com uma estrutura quimica que difere daquela dos antibi6ticos derivados de microrganismos, 0s
antibioticos vegetais podem regular o metabolismo intermediario de patgenos, activando ou
bloqueando reaccdes e sintese enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas. Os
fitoterapicos também tém baixo custo de producdo e podem ser usados conjuntamente com

medicina alopatica (Pinho et al., 2012).

Além disso, é também um modelo ecologicamente correcto de produgdo de substancias que
sejam eficazes e menos agressivas tanto para 0 meio ambiente como para 0 homem, contribuindo
assim para uma melhor qualidade de vida (Palmeira et al., 2010) e o seu uso ser inclusive

incentivado pela Organizacdo Mundial de Saude (Pinho et al., 2012).
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2.2.1 Mecanismo de accao dos antimicrobianos naturais

S&o descritos cinco mecanismos de accdo dos antimicrobianos, a saber: inibicdo da sintese da
parede celular; inibicdo da sintese ou dano da membrana citoplasmatica; inibicdo da sintese
protéica nos ribossomas; alteragcdes na sintese dos acidos nucléicos; alteragdo do metabolismo
celular (figura 6) (Baptista, 2013).

O mais importante mecanismo de actividade dos antibidticos naturais é a interferéncia com a

sintese da parede celular bacteriana (Murray et al., 2010).
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Figura 6: Esquema dos mecanismos de ac¢do dos diversos antibioticos

2.2.2 Meétodos de avaliacéo da actividade antimicrobiana dos extractos vegetais
Actualmente, existem varios métodos de teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA)
usados para avaliar a actividade antimicrobiana dos extractos vegetais. Os mais conhecidos sao
método de difusdo em agar (método qualitativo) e método de diluicdo em caldo (método
guantitativo) (CLSI, 2012).
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2.2.2.1 Métodos de difusdo em agar

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um método fisico no qual,
um microrganismo é colocado a prova contra uma substancia biologicamente activa em meio de
cultura sélido e relaciona o tamanho da zona de inibi¢do de crescimento do microrganismo
testado com a concentragdo da substancia ensaiada.

O teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de susceptibilidade mais simples,
confiavel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O seu principio basico ¢ a difusao
do antimicrobiano na superficie do agar, a partir de um disco impregnado com o mesmo

antimicrobiano (figura 7).

Figura 7: Principio do teste de susceptibilidade pela metodologia de difusdo em agar

O teste é realizado depositando os discos de papel-filtro, impregnados com antimicrobianos em
concentracdes fixas, sobre a placa de agar, apds a semeadura do inéculo bacteriano com
aproximadamente 1 a 2 x 10® ufc/ml (CLSI, 2012; Ostrosky et al., 2008).

A avaliagdo é comparativa em relacdo a um padréo biolégico de referéncia (controle positivo) e a
zona ou o halo de inibigdo de crescimento é medida partindo-se da circunferéncia do disco ou
pogo, até a margem onde ha crescimento de microrganismos. Apos a incubacdo, os didmetros
dos halos de inibicdo produzidos sdo medidos com régua, paquimetro (figura 8) ou leitor de
halos. De acordo com a dimenséo dos halos, os microrganismos podem ser classificados como:

sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes.
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O método de difusdo apresenta como vantagens ser simples, rapido e de baixo custo. Entretanto,
apresenta como desvantagem o facto de ser apenas qualitativo, € usado como método rotineiro

em laboratorios de microbiologia.
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Figura 8: Medicédo do diametro de halo de inibicéo

2.2.2.2 Método de diluicdo em caldo

Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) ou a concentracdo bactericida minima
(CBM) de extractos activos de plantas, tem-se utilizado um método sensivel de dilui¢do
desenvolvido por Eloff em 1998. Este método pode ser realizado por metodologias de macro e
microdiluicdo e expressa em ndmeros a menor concentracdo do antimicrobiano que é capaz de

inibir o crescimento do microrganismo (CLSI, 2012; Ostrosky et al., 2008).

O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a propor¢do de crescimento do
microrganismo posto a prova no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada. A
avaliagdo € comparada em relacdo a um padrdo biologico de referéncia. Entende-se por
proporcdo, a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano. O método fornece
resultados quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade de crescimento dos
microrganismos. A sua desvantagem € a dificuldade na detec¢do de contaminagdo no caso de
teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapico
padrdo com a suspensao padronizada do microrganismo em teste e, como controle negativo, o

meio de cultura com o solvente usado para dissolucdo da amostra e a suspensdo microbiana.
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Duas metodologias podem ser usadas: macro e microdiluicdo (Sener e Dulger, 2009; Ostrosky et
al., 2008).

A macrodiluicéo envolve testes em tubos de ensaio, com volume do meio de cultura variando de
1 e 10 ml. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer muito espaco no laboratério e por
gerar grande quantidade de residuos, é usado pequeno namero de réplicas (CLSI, 2012, Ostrosky
et al., 2008).

A microdiluicdo utiliza micro placas com 96 pogos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e
0,2 ml. O método de micro placas é barato, tem reprodutibilidade, é 30 vezes mais sensivel que
outros métodos usados na literatura, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado para

um grande nimero das mesmas (CLSI, 2012; Sener e Dulger, 2009; Ostrosky et al., 2008).

As variagdes referentes a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de extractos de
plantas podem ser atribuidas a vérios factores. Dentre estes factores, podemos citar a técnica
aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da colecta, se
os extractos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extracto
testada. Assim, ndo existe um método padronizado para expressar 0s resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais (Cansian et al., 2010a; Cansian et al., 2010b; Auricchio et
al., 2007).

2.3 Métodos de avaliacdo da actividade antioxidante

A oxidagdo de lipidos em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, juntamente com o
crescimento de microrganismos indesejaveis tem resultado no desenvolvimento de,
principalmente, rancidez e deterioracdo, conduzindo a produtos ndo aceitaveis para consumo
humano (Cansian et al., 2010a).

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para as
actividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas células vivas
também leva a producdo de espécies reactivas de oxigénio (radicais) (Oliveira et al., 2009).

As espécies reactivas de oxigénio, tais como o radical hidroxilo (OH"), o anido radical perdxido

(O, *) e o radical hidroperoxido (ROO®), causam transformacdes no ADN, podem oxidar lipidos
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e proteinas. As espécies reactivas de oxigénio atacam as cadeias de acidos gordos polinsaturados
dos fosfolipidos e do colesterol. Estas especies retiram um hidrogénio do grupo metileno bis-
alilico, iniciando assim o processo de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares. Os radicais
de carbono formados reagem com o oxigénio originando radicais peroxilo que, por sua vez,
podem atacar novas cadeias de &cidos gordos polinsaturados, propagando assim a reaccao
(Ramos, 2011).

O mecanismo da oxidacdo envolve alguns processos fundamentais tais como as reaccOes da
iniciacdo (1), onde os radicais livres sdo gerados pelo calor, pela luz ou por ac¢des combinadas;
reaccOes de propagacdo (oxidacdo) (2), conduzindo aos radicais peroxi; reaccfes de quebra de
cadeia, originando produtos da oxidacdo por reac¢cbes monomoleculares, pseudo-moleculares ou
bimoleculares; e reac¢des de terminacao (3), onde os radicais livres sdo eliminados do sistema
reagindo entre si, quando uma reducdo na quantidade de oxigénio disponivel é estabelecida,

(esquema 1).

Os produtos da autoxidacdo primaria sdo hidroperoxidos, que nao apresentam gosto e nem odor,
mas seus produtos de degradacdo (aldeidos, cetonas, entre outros) sdo potentes modificadores do
gosto e do odor (Chorilli et al., 2007; Del Ré e Jorge, 2012).

Iniciagdo: RH — R® + H*® (1)

Propagacdo: R® + 0, — ROO* (2
ROO® + RH - R* 4 ROOH ©)
R* + R®

Terminagao: R® + ROO* Produtos ndo radicalares (4)

ROO*® + ROO*
Esquema 1: Oxidacdo mostrando reac¢des de iniciacao, propagacao e terminagédo

Oxidantes sdo compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e, se ndo forem
controlados, podem provocar danos extensivos (Haida et al., 2014, Oliveira et al., 2009).
As espécies reactivas mais estudadas nos sistemas biolégicos incluem as espécies reactivas de

oxigénio (ERO), espécies reactivas de nitrogénio, radicais derivados de tidis (RS®), espécies
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reactivas de cloro, espécies reactivas de carbono e complexos de metais de transicao,
principalmente Fe, Cu, Mn e Cr (Oliveira et al., 2009).

Pela sua configuracdo electronica, o oxigénio tende a receber um electrdo de cada vez, formando
compostos intermediarios altamente reactivos, destacando-se o anido radical superéxido (O, *), o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxilo (OH®), (esquema 2).

0, + e — 0,° Anido radical superoxido
0,° + H,0O —  HO,® + OH” Radical hidroperoxilo
HO,*® + e + H*  —  H0, Peroxido de hidrogénio
H,0, + e — OH* + OH~ Radical hidroxilo

Esquema 2: Formacao de espécies reactivas de oxigénio

O anido radical superoxido (O, *), perdxido de hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxilo (OH®) sio
formados como resultado da sucessiva transferéncia de electrdes isolados.

Pelo esquema, o0 anido radical superdxido é o primeiro intermediario de reducdo monovalente de
oxigeénio até agua, sendo formado a partir dele, as demais ERO.

O radical hidroxilo € um dos mais potentes oxidantes, tendo a capacidade de atravessar
membrana e reagir com moléculas tais como lipidos insaturados e ADN. Ele pode ser formado
de outras formas, conforme pode ser visto no esquema 3 (Hirata et al., 2004; Padmanabhan e
Jangle, 2012):

H,0, + Fe*?/Cu”® —m Fe/Cu™? o+ OH® + OH

H,0, + o,°* = OH° + OH

Esquema 3: Formacéo do radical hidroxilo a partir de peroxido de hidrogénio

A producéo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes
0s quais podem ter origem enddgena, ou serem provenientes da dieta alimentar e de outras
fontes. Quando ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesGes oxidativas

de caracter cumulativo. Assim, os antioxidantes sd@o capazes de estabilizar ou desactivar os
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radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos das células (Ramos, 2011; Oliveira et al.,
2009).

O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de muitas doencgas cronicas e
degenerativas, incluindo o cancro, doencas cardiacas, doencas degenerativas como Alzheimer
dentre outras, bem como esta envolvido no processo de envelhecimento (Cansian et al., 2010g;
Roesler et al., 2007; Oliveira et al., 2009).

Foi descoberto que uma série de doencas entre as quais cancro, arterosclerose, diabetes, artrite,
malaria, SIDA, doencas do coracdo, entre outras, podem estar ligadas aos danos causados por
formas de oxigénio extremamente reactivas denominadas espécies reactivas de oxigénio (ERO).
Estas substancias também estdo ligadas com processos responsaveis pelo envelhecimento do

corpo (figura 9) (Degaspari e Waszynskyj, 2004).
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Figura 9: Doencas associadas as espécies reactivas de oxigénio.

2.3.1 Fontes de radicais livres
Existem dois tipos de fontes de radicais livres (figura 10) que podem enquadrar-se como

enddgenas, quando produzidas pelo proprio organismo como produto de uma determinada
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reaccdo metabdlica, ou exdgenas, quando sdo provenientes das condigdes do meio externo ao
sistema bioldgico.

As fontes enddgenas geradoras de radicais livres incluem as mitocondrias e a actividade de
algumas enzimas como Xxantina, oxidase, citocromo P450-oxidase, monoaminooxidases, as
enzimas envolvidas na via de producédo de prostaglandinas, tromboxanos e a NADPH-oxidase da
membrana plasmatica de macréfagos. Podem também ser gerados nos leucaocitos.

As fontes exogenas geradoras de radicais livres incluem o tabaco, poluicdo do ar, solventes

organicos, dieta, anestésicos, pesticidas, radiacbes gama e ultravioleta.

Antioxidantes
ultravioletas
\ radicais livres

e U N 'S %VW <
stress ) l () 1 4
- " \ U
alimentagdo deficiente . i
; célula =~ célula
destruida normal

1) (2)

Figura 10: (1) Fontes enddgenas (2) Fontes exdgenas (fonte: Ramos, 2011)

A actividade dos antioxidantes naturais € de interesse nutricional, uma vez que € associada a
potencializacdo de efeitos promotores da salde humana através da prevencdo de varias doencas
como diabetes, arteriosclerose, cancro, doenga de Alzheimer, de Parkinson, SIDA e osteoporose.
Em alguns casos, estes compostos também sdo empregues com propositos terapéuticos, devido
as suas propriedades farmacoldgicas tais como vasodilatadores, anti-inflamatdria, bactericidas,
estimuladores da resposta imune, antialérgicos e antivirais.

A actividade dos antioxidantes naturais é também de interesse tecnoldgico, pois o processamento
de obtencdo de alimentos com elevado teor destas substancias supde uma reducgéo da utilizagédo
de antioxidantes sintéticos potencialmente cancerigenos, possibilitando a obtencdo de alimentos
mais saudaveis que podem ser incluidos no grupo dos alimentos funcionais (Ramos, 2011,

Degaspari e Waszynskyj, 2004).
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Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, em pequenas concentracfes, em
comparacdo a substrato oxidavel, retardam ou previnem significativamente o inicio ou a
propagacdo da cadeia de reaccOes de oxidacdo. Estes compostos inibem ndo s6 a peroxidacao
dos lipidos, mas também, a oxidacdo de outras moléculas, como proteinas, ADN, entre outras e
podem reduzir o dano oxidativo ao corpo humano (Sucupira et al., 2012; Oliveira et al., 2007;
Degaspari e Waszynskyj, 2004; Ismail et al., 2004).

Algumas caracteristicas sdo necessarias para ser considerado um bom antioxidante, por exemplo,
ter a presenca de substituintes doadores de electrdes ou de hidrogénio ao radical, em funcdo do
seu potencial de reducdo; capacidade de deslocamento do radical formando sua estrutura;
capacidade de quelar metais de transicdo envolvidos no processo oxidativo; e acesso ao local de
accdo, dependendo da sua caracteristica hidrofilica ou lipofilica e do seu coeficiente de particdo
(Sucupira et al., 2012).

Existem algumas lacunas em relagdo aos antioxidantes, tais como: a inexisténcia de
recomendacdo para cada antioxidante; falta de padronizacdo quanto ao real valor antioxidante
dos alimentos e possiveis efeitos toxicos da administracdo de elevadas quantidades desses
compostos.

Compostos quimicos que possuem actividade antioxidante geralmente sdo aromaticos e contém
pelo menos um ido hidroxilo, podendo ser sintéticos como o butilhidroxianisol (BHA) e o
butilhidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela inddstria de alimentos (Duarte-Almeida et
al., 2006; Hinneburg et al., 2006; Oliveira et al., 2007) ou naturais que incluem os tocoferdis,
vitamina C, carotendides e compostos fendlicos (Haida et al., 2014; Sushama e Nishteswar,
2014; Sucupira et al., 2012).

Os antioxidantes naturais, denominadas substancias bioactivas, incluem organosulfurados, os
fenolicos (tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos), os terpendides, carotendides e o acido
ascarbico que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos (Oliveira et al., 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias com poder antioxidante na
dieta diaria, pode produzir uma acgdo protectora efectiva contra 0s processos oxidativos que

naturalmente ocorrem no organismo (Haida et al., 2014).
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2.3.2 Mecanismo de ac¢ao dos antioxidantes

Os antioxidantes proporcionam proteccdo contra 0s prejuizos oxidativos e vém chamando
atencdo como um potencial agente quimiopreventivo. Eles agem interagindo com os radicais
livres antes que estes possam reagir com as moléculas bioldgicas, evitando que ocorram as
reaccdes em cadeia ou prevenindo a activacdo do oxigénio a produtos altamente reactivos
(Pereira et al., 2009; Bianchi e Antunes, 1999).

Os antioxidantes podem ser classificados, segundo 0 mecanismo de ac¢do, em primarios ou
secundarios. Os antioxidantes primarios actuam interrompendo a cadeia da reac¢do atraves da
doacgdo de electrbes ou hidrogénio aos radicais livres, enquanto os antioxidantes secundarios
actuam na complexacdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperoxidos
para formar espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desactivacao de oxigénio
singleto (Del Ré e Jorge, 2012).

As metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante s&o numerosas e podem estar
sujeitas a interferéncias, além de se basearem em fundamentos diversos e ndo ha qualquer
método universal pelo qual a actividade antioxidante possa ser quantificada com precisao
(Vignoli et al., 2012; Andrade et al., 2007).

Esta capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de Vvarios pardmetros que incluem a
remocdo de radicais peroxilo (ORAC e TRAP), a reducdo de metais (FRAP e CUPRAC), a
remocdo de radicais organicos (ABTS e DPPH) e a quantificacdo de produtos formados durante
a peroxidacdo de lipidos (TBARS, a oxidacéo do LDL, co-oxidac¢do do B-caroteno). Os métodos
FRAP, ABTS, DPPH e ORAC sao mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in
vitro (Sucupira et al., 2012)

As mais comuns para se determinar a actividade antioxidante de modo pratico, rapido e sensivel
sdo as que envolvem um radical cromdéforo, simulando as espécies reactivas de oxigénio
(ERQO’s), sendo o radical livre DPPH um dos mais utilizados (Vignoli et al., 2012; Andrade et
al., 2007).
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2.3.3 Método do radical DPPH

O DPPH é um método quimico, aplicado para determinar a actividade antioxidante de um
composto pelo sequestro de radicais livres, sendo um dos mais utilizados, pois ele é considerado
um método rapido, pratico e com boa estabilidade.

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor violeta intensa, que possui
absorcdo, em meio alcodlico, na faixa de 515-520nm (Andrade et al., 2007).

A reducdo do radical DPPH é monitorada pelo decréscimo da absorvancia durante a reacgéo,

como se apresenta no gréfico representado na figura 11.
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Figura 11: Grafico de decréscimo da absorvancia do radical DPPH durante a reaccéo

O método consiste em avaliar a actividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil — DPPH. Por acgéo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R®), o DPPH é
reduzido formando 2,2-difenil-1-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente

desaparecimento da absorcéo (figura 12).
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Figura 12: Formacdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazina a partir de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a ac¢do dos
antioxidantes. O método de sequestro do radical livre DPPH pode ser utilizado para avaliar a
actividade antioxidante de compostos especificos ou de um extracto em curto periodo de tempo.
O método DPPH tem sido muito utilizado para avaliar a actividade antioxidante de frutos
(Roesler et al, 2007).

A partir dos resultados obtidos determina-se a percentagem de actividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e a percentagem de DPPH remanescente no meio reaccional. A
percentagem de actividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH consumida
pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragdo eficiente (CEsp), também
chamada de concentragdo inibitoria (Clsp) (Santos et al., 2011).

Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua Clsy € maior a sua

actividade antioxidante (Padmanabhan e Jangle, 2012; Molyneux, 2004).
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3 Metodologia

3.1 Material e Reagentes

Todos os solventes e reagentes usados eram analiticamente puros. O reagente Folin-Ciocalteu foi
preparado a partir de reagentes adquiridos da Merck, o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) foi adquirido da Sigma-Aldrich, o acido galico adquirido da Merck, a vitamina C (&cido
ascorbico) adquirido da Merck. As medidas de absorcdao foram feitas usando espectrofotometro
UV-Vis Spectroquant Pharo 300.

3.2 Colheita de amostras e preparacdo de extractos

Os frutos de Vangueria infausta (Mapfilwa) foram colhidos na primeira quinzena do més de
Junho de 2013 na provincia de Gaza nos seguintes locais: (a) localidade de Chongoene no
distrito de Xai-Xai; e (b) localidade de Chimodzo no distrito da Macia.

De seguida foi feita a pré-seleccdo, lavagem e refrigeracdo dos frutos a uma temperatura de 4°C
no laboratério de Quimica dos Produtos Naturais e posteriormente realizou-se o despolpamento.
A polpa obtida foi depois submetida & secagem natural a temperatura ambiente, durante 48 horas
e a secagem artificial em estufa de ar circulante, a uma temperatura de 40°C, durante 72 horas e,
em seguida, pulverizada em moinho de marca IKA MF10.

Os frutos de Strychnos spinosa (Massala ou N'sala) foram colhidos em duas fases. A primeira
colheita realizou-se na primeira quinzena do més de Agosto de 2013 na provincia de Maputo,
distrito de Moamba, no Bairro de Chiboene e a segunda colheita foi feita na Ultima quinzena do
més de Dezembro do ano de 2013 também na provincia de Maputo, distrito da Manhica na
povoacdo de Esperanca.

Apobs a colheita, seguiu-se a pré-selec¢do, lavagem e despolpamento. A conservacdo da polpa
antes da extraccdo foi a uma temperatura de 4°C. A polpa dos frutos de Strychnos spinosa
(Massala ou N'sala) ndo foi submetida a secagem.

Os derivados destes frutos (licores e jam) usados para este trabalho foram produzidos pela
empresa Agro-servigos e adquiridos nas lojas de venda dos produtos desta mesma empresa.

Os principios activos nas polpas foram extraidos pelo método Soxhet usando como solvente o

metanol a 99,5% e nos licores, foi usado o método de maceracdo e como solvente usou-se 0
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etanol absoluto a 99,9% apds um prévio tratamento (filtragdo em papel de filtro Whatman n°® 4
de 185 mm de diametro) e concentracdo a uma temperatura de 50° C em estufa de ar circulante.
Em todos os extractos, a recuperacdo dos solventes de extraccdo foi realizada através de um
vaporizador rotativo.

Os extractos foram submetidos a quatro tipos de testes (fisico-quimica, fitoquimicos,
antimicrobianos e antioxidantes) e para cada tipo de teste foram usadas metodologias especificas

descritas na literatura.

3.3 Determinacédo das propriedades fisico-quimicas
Na determinacdo das propriedades fisico-quimicas seguiu-se técnicas e normas descritas pelo
Instituto Adolfo Lutz, 2008. Todas as leituras foram realizadas em triplicado para a obtencédo de

resultados mais significativos.

3.3.1 Teor de sélidos soltveis (°Brix)

As amostras das polpas e jam foram homogeneizadas em triturador doméstico de marca Philips,
quantificado em refractometro de marca EXACTA-OPTECH e os resultados foram expressos em
°Brix. A determinacdo dos sélidos soluveis totais (SST) foi realizada colocando-se uma gota do
suco da polpa e do jam no prisma e fazendo-se uma leitura directa em °Brix. A cada leitura,

zerava-se 0 aparelho com agua destilada (Zillo et al., 2013; Instituto Adolfo Lutz, 2008).

3.3.2 Potencial de Hidrogénio (pH)

A determinacdo do pH foi realizada em um potenciémetro de marca EUTECH - pH700. Para as
analises, foi pesado 1 g das polpas e do jam, e de seguida dissolvidos em 50 ml de agua
destilada. Apds a homogeneizacdo fez-se leitura do pH. A leitura do pH nos licores foi realizada
directamente, ndo houve necessidade de realizar as dissolugdes, uma vez os licores encontrarem-
se no estado liquido (Zillo et al., 2013; Instituto Adolfo Lutz, 2008).
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3.3.3 Grau alcodlico (%)

O grau alcodlico foi determinado apenas nas amostras dos licores pelo método de densitometria
em picndémetro de vidro. O picndmetro foi calibrado com agua destilada e as analises foram
feitas a 20 °C (Instituto Adolfo Lutz, 2008; Caruso et al., 2008, Labanca et al., 2006).

3.3.4 Indice de refracgdo

Para determinacdo do indice de refraccao utilizou-se o refractometro ajustado com agua destilada
a temperatura de 25°C. O refractometro de marca EXACTA-OPTECH foi calibrado em °Brix (g
de sacarose/100g de amostra) e em agua destilada depois foram feitas as medi¢des (Instituto
Adolfo Lutz, 2008; Cavalcanti et al., 2006).

3.3.5 Densidade relativa
A determinacdo de densidade consistiu em medir o peso do picnémetro com volume conhecido,
usando agua pura a 20°C, previamente seco em estufa a 100°C. Depois da secagem em estufa,

coloca-se nele a amostra, a 20°C e iniciam-se as medig¢des (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

3.4 Triagem fitoquimica das amostras

Para a realizacdo da prospecgdo fitoquimica preliminar qualitativa, foram usadas metodologias
descritas por Araujo et al. (2010); Silva et al. (2010), Matos (1997) e reagentes habituais de
identificacdo dos constituintes quimicos. Os extractos foram submetidos a triagem fitoquimica
preliminar para deteccdo das principais classes de metabolitos secundarios através de reacgdes
quimicas que resultam no desenvolvimento de coloragdo e/ou formacdo de precipitado,

caracteristico para cada classe de substancias.

3.4.1 Esteroides e Triterpendides
Os testes para Esteroides e Triterpendides foram realizados pela reaccéo de Lieberman- Burchard
(anidrido acético + acido sulfurico concentrado), tomando 2 ml do extracto e misturando-o & 2

ml de cloroférmio, em seguida a solucdo cloroférmica foi filtrada gota a gota em um funil com
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algodé&o coberto com alguns decigramas de Na SO, anidro. Em tubo de ensaio, adicionou-se 1 ml
de anidrido acético, agitando suavemente, e acrescentou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO4

concentrado, agitando suavemente e observando-se o desenvolvimento de cores.

3.4.2 Flavondides
Foram identificados atraves do teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e magnésio). Foi
adicionado a 2 ml do extracto, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita com 2 ml de &cido

cloridrico concentrado. O fim da reac¢do deu-se pelo término de efervescéncia.

3.4.3 Taninos
Em um tubo de ensaio contendo 2 ml do extracto adicionou-se trés gotas de solucdo alcodlica de
FeCls, agitando fortemente, observando-se uma variagéo de cor.

3.4.4 Saponinas
Em 2 ml do extracto adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 5 ml de agua destilada e depois filtrou-
se a mistura para um tubo de ensaio. Em seguida a solucdo foi agitada permanentemente por 3

minutos observando-se a formacao de espuma.

3.45 Alcaldides

Utilizou-se 2 ml do extracto metanolico em tubo de ensaio, alcalinizado com quinze gotas de
hidroxido de sddio a 1% e acrescido de 2 ml de &gua, e adicionou-se 2 ml de cloroférmio. A
fraccdo aquosa foi desprezada e a frac¢do cloroférmica acrescida de quinze gotas de acido
cloridrico a 1%, em seguida extraida com 2ml de agua. Essa frac¢do cloroférmica foi desprezada
e os testes foram realizados com a fracgdo aquosa acida, onde se acrescentou trés gotas do

reagente de Dragendorff para a verificagdo da presenca de alcaldides.

Madsse, B. J. — Departamento de Quimica — Faculdade de Ciéncias - UEM 32



Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos
Frutos de Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa)

3.5 Determinacgéao da actividade antimicrobiana

3.5.1 Microrganismos

Os microorganismos usados para a determinacdo da actividade antimicrobiana dos extractos,
pelo método de difusdo em agar ou método de Kirby-Bauer foram os seguintes: (1) Escherichia
coli (Gram-negativa) isolada de uma hemocultura, (2) Escherichia coli (Gram-negativa) isolada
numa amostra de wurina, (3) Klebsiella pneumoniae, (5) Salmonella thyphimurium
(Gram-negativas), (6) Staphylococcus aureus (Gram-positivo), estas bactérias séo
potencialmente patogénicas ou patdgenos primarios e a levedura Candida albicans (4) que € um

fungo oportunista.

3.5.2 Isolamento de coldnias puras

Uma pequena porcédo de coldnias foi subcultivada em placas contendo os meios de cultura agar
Mac Conkey para o isolamento das bactérias Gram negativas, agar Sangue para as Gram
positivas e agar Sabouraud Dextrosa para a levedura. Apos a inoculacdo as placas contendo as
bactérias foram incubadas na estufa a 37°C, durante 24 horas. Este tempo é o necessario para a
obtencdo dum crescimento bacteriano 6ptimo, e as com leveduras foram incubadas a 29°C por
72 horas. Findo o tempo de incubacdo, as placas foram examinadas para a identificacdo das
caracteristicas morfologicas das coldnias, e também para a realizacdo dos testes bioquimicos e

outras provas que permitiram a identificacdo das espécies bacterianas desejadas.

3.5.3 Preparacéo dos inéculos

Trés a quatro coldnias de bactérias, bem isoladas, do mesmo tipo morfolégico, foram
seleccionadas das placas de isolamento agar com auxilio de uma ansa bacteriolégica a superficie
de cada coldnia, e os microorganismos foram transferidos para um tubo de ensaio contendo 5 ml
de solucdo fisiologica estéril. A suspensdo de bactérias foi preparada com auxilio de um
densitometro e comparada a turvagdo com uma solucdo padrédo a 0,5 na escala de McFarland. A

suspens&o resultante teve o equivalente a 1 a 2 X 10% ufc/ml.
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3.5.4 Preparacéo de solucdes de extractos e fraccoes em diferentes concentragdes

Preparou-se uma solucdo de 200 mg/ml, pesando-se num frasco estéril 1,0 g de extracto e
solubilizou-se em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Esta solucdo é de concentracdo maxima ou
a 100%. O procedimento foi 0 mesmo para a preparacdo de todas as solugdes das cinco amostras
nomeadamente: extracto metandlico da polpa dos frutos da Vangueria infausta, extracto
etanolico do licor dos frutos da Vangueria infausta, extracto metandlico do jam dos frutos da
Vangueria infausta, extracto metanolico da polpa dos frutos da Strychnos spinosa e extracto
etandlico do licor dos frutos da Strychnos spinosa designados por A, B, C, D e E,

respectivamente.

3.5.5 Preparacéo dos discos

Para a preparacdo dos discos foi usado papel de filtro tipo "Whatman No.1". Com auxilio de um
furador de papel comum, foram preparados os discos. Os discos resultantes foram uniformes
guanto a tamanho, e aceitavelmente circulares. Posteriormente, os discos foram etiquetados
usando um lapis de grafite. Os discos preparados foram depois acondicionados em placas de
Petri para permitir a esterilizagdo por calor seco, numa estufa de Pasteur (Thermo scientific) por

2 horas a uma temperatura de 170°C.

Seguidamente, os discos foram impregnados com solugbes de diferentes concentragdes de
extracto previamente preparadas, tendo-se usado o volume de 20ul para cada disco. Todo o
procedimento foi realizado perto da chama do bico de Bunsen para garantir a esterilidade dos
discos.

ApoOs a impregnacdo, nas solugdes preparadas, os discos foram postos a secar numa estufa a 37°C
e depois conservados numa geleira a 4°C.

Os discos preparados foram depois submetidos a testes de sensibilidade seguindo os

procedimentos descritos no método de Kirby-Bauer (Laborclin Produtos para Laboratério, 2011).
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3.5.6 Realizacéo dos testes de sensibilidade

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos, foi utilizada a metodologia de difusdo em disco
(difusdo em agar). A metodologia consistiu em colocar os discos de papel de filtro impregados
com extractos, sobre o meio de cultura solido, Agar Muller-Hinton, previamente inoculado com

diferentes cargas microbianas, 10° ufc/ml para bactérias.

A disposicdo dos discos foi tal que, a sua distancia até a lateral da placa fosse maior que 15 mm e
de modo a ndo haver sobreposi¢éo das zonas de inibicao.
O pH do meio de cultura usado estava entre 7,2 e 7,4 e a espessura era de aproximadamente 4

mm.

3.5.7 Inoculacéo das placas de teste

Uma zaragatoa estéril foi mergulhada num tubo contendo a suspensdo de bactérias ajustada. A
zaragatoa foi girada varias vezes e apertada firmemente contra a parede interna do tubo, acima
do nivel do liquido, de modo a retirar qualquer excesso de indculo na zaragatoa.

Depois deste processo, as placas de agar Muller-Hinton foram inoculadas esfregando a zaragatoa
por estrias em toda a superficie estéril do agar, girando varias vezes a placa até que o inéculo
estivesse uniformemente distribuido. As placas foram depois tapadas e deixadas entreabertas
cerca de trés a cinco minutos, de maneira a permitir que qualquer excesso de humidade fosse

absorvido antes de se aplicar os discos impregnados com 0s extractos.

3.5.8 Aplicacdo de discos a placas de agar inoculadas

Um conjunto de 5 discos contendo diferentes extractos a testar mas a mesma concentracao foram
colocados numa superficie de uma placa de agar semeada. Cada disco foi pressionado de
encontro a placa, de maneira a assegurar contacto completo com a superficie de agar. Os discos
foram distribuidos por igual distancia. Apos 24 horas de incubacdo, as placas foram examinadas.
As condic6es de incubacdo recomendadas sdo de uma temperatura entre 35-37 °C para bactérias
durante 24 a 48 horas (Palmeira et al., 2010; CLSI, 2012; Ostrosky et al., 2008).
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Se a placa foi satisfatoriamente semeada, os halos de inibi¢do resultantes serdo uniformemente
circulares e haverd um tapete confluente de crescimento. Os didmetros dos halos de inibicdo

foram observados a olho nu.

Para o caso de extractos de plantas, ndo existe um critério padrdo de comparacédo, tornando-se
dificil (ou impossivel) usar os termos sensivel e intermédio. Os padrdes de comparacao usados
foram padronizados para os laboratdrios clinicos onde os discos usados tém também
concentragdes padronizadas.

Assim, a interpretacdo dos resultados dos testes de determinacdo da actividade antimicrobiana
dos extractos, foi baseada na medicdo dos halos de inibicdo e na observacdo e registo da
presenca ou ndo do mesmo. Neste caso, como controlo positivo, foi usado um quimioterapico

padréo, e como controle negativo um solvente utilizado para a dissolucéo dos extractos.

3.6 Determinacéo de fendis totais

A determinagdo do teor de fendis totais presentes nas amostras de extractos metandlico e
etanolico das polpas dos frutos de Vangueria infausta e Strychnos spinosa e seus derivados
(licores e jam) foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de
Folin — Ciocalteu com modificages (Alhakmani et al., 2013; Blainski et al., 2013; Moraes-de-
Souza et al., 2011; Sousa et al., 2007).

O extracto metandlico para as polpas de Vangueria infauta e Strychnos spinosa e para jam de
Vangueria infausta e o extracto etandlico para os licores de Vangueria infauta e Strychnos
spinosa (0,1 g), foram dissolvidos em metanol, transferidos quantitativamente para um baldo
volumétrico de 100 ml e o volume final foi completado com metanol. Uma aliquota de 7,5 ml
desta solucgéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 ml; esta segunda solucgéo teve o
seu volume acertado novamente com metanol. Uma aliquota de 100 pl desta Ultima solucéo foi
agitada com 500 pl do reagente de Folin- Ciocalteu e 6 ml de &gua destilada por 1 minuto;
passado este tempo 2 mL de Na,CO3; a 15% foram adicionados a mistura e agitada por 30

segundos. Finalmente, a solucéo teve o seu volume acertado para 10 ml com agua destilada.
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Apo6s 2 horas, a absorvancia das amostras foi medida a 750 nm utilizando-se cuvetas de vidro,
tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos o extracto.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacédo da absorvancia das amostras contra
uma curva de calibragdo construida com padrfes de acido galico (0 a 350 mg/ml) preparado
dissolvendo 0,5 gramas em 100 ml duma mistura de agua e metanol (10 ml e 90 ml de &gua
destilada) e expresso como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extracto dos
frutos e derivados, obtido a partir da aplicacdo da equacdo 1. Todas as analises foram realizadas

em triplicado.

EAG = i—" @)

onde EAG ¢ equivalentes gramas de &cido galico em mg/g, C € concentracdo de acido galico em

mg/mL, V é volume do extracto usado no teste em mL e m é massa do extracto em g.

3.7 Determinacéo da actividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extractos brutos das polpas e seus derivados foi avaliada,
utilizando-se o método do sequestro de radicais livres do DPPH, que se baseia em um ensaio
fotométrico onde o radical livie DPPH, que apresenta coloragdo roxa intensa em solucdo
alcodlica, se reduz em presenca de moléculas antioxidantes, formando o 2,2-difenil-1-

picrilhidrazina, que é incolor (Vargas et al., 2008; lha et al., 2008).

3.7.1 Construcéo da curva de calibragao

Foram preparados 50 ml de solucdo estoque de DPPH em metanol na concentracdo de 40 pg/ml,
mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Depois foram feitas dilui¢des de 35, 30, 25, 20, 15,
10, 5, 1 e 0 pg/ml. A curva de calibragéo foi construida a partir dos valores da absorvancia a 515
nm de todas as solugdes (0 a 40 pg/ml), medidas em cuvetas de vidro com percurso optico de 1
cm e tendo como “branco” o metanol. As medidas de absorvancia foram efectuadas em

intervalos de 1 min entre cada leitura.
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3.7.2 Leitura das medidas de absorvancia nas amostras

As solucgdes dos extractos metandlicos (100 mg/l) e dos controles positivos em metanol foram
diluidas nas concentracbes de 75, 50, 25 mg/l. As medidas das absorvancias das misturas
reaccionais (0,3 ml da solucdo da amostra ou do controle positivo e 2,7 ml da solucéo estoque de
DPPH na concentragdo de 40 ug/ml) foram feitas a 515 nm, ap6s 30 minutos. A mistura de

metanol (2,7 ml) e solucdo metandlica do extracto (0,3 ml) foi utilizada como branco.

3.7.3 Determinacao da percentagem de DPPH remanescente

E possivel determinar qual a quantidade de DPPH restante apds a reaccao ter sido completada. A
partir da equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorvancia no tempo de 30 min para
cada concentragdo testada, foram determinadas as percentagens de DPPH remanescentes (%

DPPHgenm), conforme a equacao 2:

%DPPHgrem = [DPPH] =t /[DPPH]r=ox100 )

onde [DPPH] 1= corresponde a concentracdo de DPPH no meio (30 minutos), ap6s a reaccao
com o extracto e [DPPH] o é a concentracdo inicial de DPPH, ou seja, 40 pg/ml.

3.7.4 Determinacgao da percentagem de inibicéo

A capacidade de determinado composto inibir a oxidacdo de substrato oxidavel pode ser
simulada por meio da reducdo quimica do radical DPPH, obtida pela doacdo de protbes de
hidrogénio do composto ao radical. Essa simulacdo tem sido denominada “percentagem de

inibicao” ou “percentagem de sequestro de DPPH” sendo calculada pela equagao 3:
% |n|b|(;5.0 = ((AbSDppH— AbSExtr)/AbSDppH)Xloo (3)
onde Abspppy € a absorvancia da solucdo de DPPH a 40 pg/ml e Absgy € a absorvancia da

amostra em solucdo. Absgyr foi calculada com base na diferenga da absorvancia da solucgdo de

amostra em teste com o seu branco.
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3.7.5 Coeficiente de inibigdo (Clsp)

O coeficiente de inibicdo (Clsp), ou seja, a concentragdo necessaria para se inibir 50% da
oxidacdo do substrato oxidavel foi obtido pela equacdo da recta gerada das percentagens de
inibicdo associadas a quatro niveis de concentragdo (100, 75, 50 e 25 mg/l) para cada amostra.
Quanto menor o Clso, melhor é a actividade antioxidante (Moraes-de-Souza et al., 2011). A
concentragdo da amostra, equivalente a 50% da absorvancia do DPPH, foi calculada

graficamente (Santos et al., 2011).

3.7.6 Percentagem da actividade antioxidante (%0AA)
Os valores de absorvancia em todas as concentracOes testadas, no tempo de 30 min, podem ser
também convertidos em percentagem de actividade antioxidante (% AA), determinada pela

equacao 4:

%AA= {[Abscontrole—(AbSamostra—AbSbranco)]XlOO}/ Abscontrole (4)

onde AbSconirole € @ absorvancia inicial da solucdo metanodlica de DPPH e AbSamostra € @

absorvéancia da mistura reaccional (DPPH + amostra).
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4 Resultados

4.1 Resultados de extraccao

Os resultados do processo de extraccdo usando o metanol como solvente para as polpas e jam
aplicando a metodologia de Soxhlet e usando o solvente etanol para os licores, aplicando a
metodologia de maceracgéo, séo apresentados na tabela 11.

Na extracgdo das amostras de V. infausta, obteve-se maiores quantidades de extractos na amostra
da polpa quando comparada com jam. Nas amostras de licores, obteve-se maiores quantidades de

extractos nas amostras de V. infausta comparada com os de S. spinosa.

Tabela 11: Resultados de extrac¢des dos frutos das plantas V. infausta e S. spinosa

Fruto extraido Amostra Extracto Solvente
Polpa da Vangueria infausta 100 g 43,990 g 500 ml
Polpa da Strychons spinosa 300g 31,039 ¢g 500 ml
Jam da Vangueria infausta 100 g 39,149 g 500 ml
Licor de Vangueria infausta 200 ml 63,825 g 500 ml
Licor de Strychons spinosa 200 ml 60,361 g 500 ml

4.2 Resultados de analises fisico-quimicas de V. infausta e S. spinosa

Os resultados das analises fisico-quimicas (pH, grau alcodlico, °Brix, indice de refraccdo e
densidade relativa) da polpa e derivados dos frutos V. infausta e S.spinosa sdo mostrados nas
tabelas 12 e 13, respectivamente.

Nas amostras de V. infausta, o licor apresenta valor de pH maior quando comparado com 0s
valores da polpa e do jam, o jam tem o °Brix maior em relacdo a polpa e licores e o indice de
refrac¢do obtido no licor é maior que os indices da polpa e jam. O grau alcodlico e a densidade

foram determinados apenas nos licores (tabela 12).

Madsse, B. J. — Departamento de Quimica — Faculdade de Ciéncias - UEM 40



Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos

Frutos de Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa)

Tabela 12: Caracterizacao fisico-quimica da polpa, jam e licor do fruto V. infausta

Parametros Polpa de Licor de Jam de V. Método
determinados V. Infausta V.Infausta Infausta

pH 3,186 £ 0,046 | 3,550 + 0,006 3,245 + 0,064 | pH-metro
Grau alcodlico (%) n.d. 16,90 £ 0,12 n.d. Alcoolimetro
(°Brix) 36,44 + 0,68 37,40 £ 0,12 49,67 + 0,58 Refractometria
Indice de refraccdo | 1,209 + 0,346 1,394 + 0,001 1,340 £ 0,006 | Refractometria
Densidade relativa n.d. 1,073 £ 0,056 n.d. Picnometro

(°Brix) — solidos soluveis totais, n.d. — ndo determinado, valores obtidos por meio da média +

desvio padréo

Nas amostras de S. spinosa, obtiveram-se valores maiores de pH, °Brix e de indice de refrac¢do

no licor que na polpa (tabela 13).

Esta diferenca entre os valores das polpas e seus derivados era de esperar, uma vez que, 0

fabricante adiciona acucar durante o processo de producéo destes derivados.

Tabela 13: Caracterizacao fisico-quimica da polpa e licor do fruto de S. spinosa

Parametros Polpa de Licor de Método
determinados S.spinosa S.spinosa

pH 3,220 £ 0,160 4,30 + 0,02 pH-metro
Grau alcodlico (%) n.d. 15,60 £ 0,10 Alcoolimetro
(°Brix) 33,78 £ 0,34 35,00 + 0,00 Refractometria
Indice de refraccio 1,310 + 0,025 1,390 + 0,006 Refractometria
Densidade relativa n.d. 1,103 + 0,104 Picnometro

(°Brix) — solidos soltveis totais, n.d. — ndo determinado, valores obtidos por meio da média +

desvio padrao
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4.3 Resultados da triagem fitoquimica de V. infausta e S. spinosa

Utilizando a metodologia de prospeccao preliminar realizou-se testes para classes de metabdlitos
secundarios: esteroides, triterpendides, saponinas, taninos, alcaloides e flavondides. Os testes
foram realizados em extractos das polpas, licores e jam de V. infausta e em extractos das polpas
e licores de S. spinosa e os resultados estdo apresentados nas tabelas 14 e 15.

Nos extractos da polpa, licor e jam do fruto de V. infausta hd presenca de flavondides e
saponinas e auséncia de taninos e alcaldides. No licor ndo foram detectados esterdides e

triterpendides, mas estes fitoquimicos estdo presentes na polpa e no jam deste fruto (tabela 14).

Tabela 14: Constituintes fitoquimicos da polpa, licor e jam do fruto da V. infausta

Amostras Solventes Constituintes quimicos

V. Infausta | Est Trit Fla Tan Sap | Alc
Polpa Metanol + + + - + -
Licor Etanol - - + - + -
Jam Metanol + + + - + -

Est — esteroides, Trit — triterpendides, Fla — flavondides, Tan — taninos, Sap — saponinas e Alc —

alcal6ides, + = presenca, — = auséncia.

Os extractos da polpa e licor do fruto da planta S.spinosa mostraram, através deste rastreamento
fitoquimico, a presenca de esterdides, triterpendides, flavonoides, taninos, saponinas e alcaldides
(tabela 15).

Tabela 15: Constituintes fitoquimicos de extractos da polpa e licor do fruto de S. spinosa

Amostras Solventes Constituintes quimicos

S. spinosa Est Trit Fla Tan Sap Alc
Polpa Metanol + + + + + +
Licor Etanol + + + + + +

Est — esteroides, Trit — triterpenoides, Fla — flavondides, Tan — taninos, Sap — saponinas e Alc —

alcaldides, + = presenga
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4.4 Resultados da avaliagdo da actividade antimicrobiana de V. infausta e S. spinosa

A concentracdo maxima preparada dos extractos das polpas, jam e licores (V. infausta) e das
polpas e licores (S. spinosa) para os testes antimicrobianos foi de 200 mg/ml.

Nenhum dos extractos inibiu o crescimento dos microrganismos testados, isto é, as amostras

impregnadas nos discos para avaliar actividade antimicrobiana ndo induziram a formagéo de

halos de inibicdo frente aos microrganismos testados (figura 13).

Figura 13: Placas com discos impregnados com extractos a 200 mg/ml comprovando a auséncia

da actividade antimicrobiana

4.5 Resultados da determinacéo de fendis totais

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada através de curva de calibracdo do acido
galico, representada pelo gréafico 1. A equacdo da recta y = 0,0024x + 0,1111, foi usada para
determinar a concentracdo em mg de acido galico, onde x corresponde a concentracdo de acido

galico e y corresponde & absorvancia da amostra (R* = 0,9572).
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As concentracdes de compostos fendlicos totais em mg de acido galico/g de extracto (EAG),
obtidas para as polpas e derivados dos frutos V. infausta (Mapfilwa) e S.spinosa (Massala)

encontram-se na tabela 16.

Tabela 16: Compostos fendlicos totais nas polpas e derivados de V. infausta e S. spinosa

Vangueria infausta Strychnos spinosa
Polpa Licor Jam Polpa Licor
Abs (amostra) | 0,128+0,001 | 0,055+0,008 | 0,084+0,012 | 0,176+0,006 | 0,078+0,012
ConA.G(mg/ml) | 7,04+0,42 <LD <LD 27,04+2,53 <LD
EAG (mg/g) 0,528+0,030 <LD <LD 2,028+0,190 <LD

Valores obtidos por meio da média + desvio padrdo, < LD = menor que limite de detec¢do

O método de Folin-Ciocalteau permite quantificar compostos fendlicos e antocianinas presentes
nas amostras, os quais tém a capacidade de ligar-se a radicais livres, inibindo processos
oxidativos. Os extractos metanolicos das polpas de V. infausta e de S. spinosa apresentaram
valores de teores de compostos fendlicos de 0,528+0,030 e 2,028+0,190 mg EAG por grama de
extracto, respectivamente. Tendo enconta o grafico 1, ndo foram determinados os teores dos
compostos fendlicos dos derivados (licor e jam de V. infausta e licor de S. spinosa) porque
apresentaram valores de absorvancia menores que a registada para o branco que foi de
aproximadamente 0,1.
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Gréfico 1: Curva de calibracdo do acido galico em mg/ml

4.6 Resultados da avaliacdo da actividade antioxidante usando o método DPPH

Neste estudo, a actividade antioxidante foi analisada segundo método de sequestro do radical
estavel DPPH, onde o composto antioxidante transfere electrdes para o0 DPPH e este perde a
coloracdo puarpura caracteristica. O ensaio foi escolhido por se tratar de método simples e
sensivel. A curva de calibracdo foi construida a partir dos valores da absorvancia a 515 nm das
solucgdes (0 a 40 pg/ml) de DPPH (grafico 2).
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Gréfico 2: Curva de calibracdo de DPPH em pg/ml

A tabela 17 apresenta os valores das absorvancias, em triplicado, a 515 nm, a diferentes

concentracdes das amostras das polpas e derivados dos frutos das plantas V. infausta e S.

spinosa.

Tabela 17: Valores médios das absorvancias das diferentes dilui¢des dos extractos

Amostras Abs | Abs Concentragdes (mg/l)
DPPH | Branco
6,25 25 50 75 100
V. Polpa | 1,419 | 0119 0,682+0,074 | 0,297+0,108 | 0,174+0,075 | 0,115+0,019
infausta | Licor | 1,419 | 0,088 1,227+0,019 | 1,212+0,004 | 1,121+0,039 | 1,109+0,082
Jam | 1,419 | 0,001 1,133+0,034 | 0,936+0,012 | 0,805+0,009 | 0,621+0,023
s. Polpa | 1,419 | 0019 0,6568+0,039 | 0,274%0,010 | 0,131+0,009 | 0,123+0,018
spinosa | Licor | 1,419 | 0,007 1,134+0,035 | 0,980+0,011 | 0,843+0,004 | 0,719+0,025
Vit.C | 1,419 | 0035 | 0,068+0,004

*Absorvancia exprimida em média de trés medicOes * desvio padrio
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4.6.1 Resultados da percentagem de DPPH remanescente

A tabela 18 apresenta valores da percentagem de DPPH remanescente apds 30 minutos de

reaccao, obtidos a partir da equacédo da curva de calibragéo (grafico 2) e da equacéo 2.

Tabela 18: Percentagem de DPPH remanescente ap6s 30 minutos de reac¢éo

% DPPH Remanescente por concentragio

Amostra Concentracado em mg/|
6,25 25 50 75 100
Polpa 49,21 21,71 12,93 8,71
Vangueria infausta | Licor 88,14 87,07 80,57 79,71
Jam 81,43 67,36 58 44,86
Strychnos spinosa | Polpa 47,5 20,07 9,86 9,29
Licor 81,5 70,5 60,71 51,86
Vit. C 5,36

Destes resultados observa-se que os extractos das polpas a concentragdes de 75 e 100 mg/l foram

mais eficientes, apresentando a percentagem da concentracdo DPPH apds 30 minutos de reaccéo

muito inferior e a sua eficiéncia é préxima a verificada na vitamina C, padrao usado neste estudo,

em relacdo ao mesmo radical. Em forma de diagrama, estes resultados podem ser observados na

figura 14.

Madsse, B. J. — Departamento de Quimica — Faculdade de Ciéncias - UEM

47



Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos
Frutos de Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa)

100
% 90 -
¥ 80
2 70 -
2 60 -
2 50 - 6,25 mg/l
E 40 - m25mgl
=30
=T #50mg/l
2 20
e 10 - m75mg/l
0 - B 100mg/l
Polpa  Licor Jam  Polpa Licor Vit.C
Vangueriainfausta Strychnos spinosa
Amostrastestadas

Figura 14: Percentagem de DPPH remanescente ap6s 30 minutos de reaccdo

4.6.2 Resultados da percentagem de inibicéo

A tabela 19 apresenta os resultados obtidos a partir da equacdo 3, que mostram a capacidade
antioxidante dos extractos das polpas e derivados de V. infausta e S. spinosa, a diferentes
concentragdes e como controle positivo foi usado a vitamina C.

Pelo ensaio, observa-se que todos o0s extractos tém a capacidade sequestradora do radical DPPH.
Contudo, a maior eficiéncia foi verificada nos extractos das polpas a concentracfes superiores

(75 e 100 mg/l). A figura 15 mostra os resultados em forma de diagrama.
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Tabela 19: Percentagem de inibicdo do DPPH pelas polpas e derivados de V. infausta e S.

spinosa

Amostras

% de Inibicdo do DPPH

Concentragéo em mg/I

6,25 25 50 75 100
Polpa 51,94 79,07 87,74 91,89
Vangueria infausta | Licor | 13,53 14,59 21,00 21,85
———— 5016 5404 397 o
Strychnos spinosa Polpa 53,63 80,69 90,77 91,33
Licor | 20,08 30,94 40,59
Vit. C

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 -
30
20
10 -

% de Inibicao

Polpa

Licor Jam Polpa Licor
Vangueriainfausta Strychnos spinosa
Amostrastestadas

Vit. C

H6.25mg/l
m25mgl
= 50mg/l
B 75mgl
B 100mgl

Figura 15: Percentagem de inibicdo do DPPH pelas polpas e derivados de V. infausta e S.

spinosa
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4.6.3 Resultados da determinacéao do coeficiente de inibicdo (Clsp)

Os valores de Clsy de cada extracto estdo apresentados na tabela 20 e, para o seu célculo,
utilizou-se as equacdes das rectas obtidas a partir dos graficos da figura 16, onde foi substituido
o0 valor de y por 50 para obter a concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do
DPPH.

— Licor (V. infausta)

90 -

80 -

70

60 - ——Polpa (V. infausta)
__,/,——

%o de Inibicao de DPPH
th

3 (') | Jam (V. infausta)
20 - —Polpa (S. spimosa)
10+ —T1c01 (S. spinosa)
0
6,25 25 50 75 100

Concentracao em mg/l

Figura 16: Efeito da captura dos radicais livres DPPH pelas polpas e derivados de V. infausta e

S. spinosa

Comparando a polpa, jam e licor de V. infausta, podemos observar que o extracto da polpa
destaca-se na inibicdo de DPPH, apresentando um valor de Clsg baixo (Clsp = 1,348 mg/l), em
relacdo aos extractos de licor (Clsg = 13,786 mg/l) e de jam (Clsp = 4,485 mg/l). Quanto a polpa
e licor de S. spinosa, 0 extracto da polpa apresenta também um valor de Clsp = 1,137 mg/l e

baixo que o Clsg do extracto do licor (Clsp = 5,016 mg/l).
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Tabela 20: Equacéo das rectas usadas para calcular Clsy da actividade antioxidante das polpas e

derivados de V. infausta e S. spinosa

Amostras Equacdo da recta R’ Clso (mg/l)
Vangueria infausta Polpa Y =12,854x + 32, 671 0,8536 1,348
Licor Y = 3,136x + 6,7653 0,8916 13,786
Jam Y =11,748x — 2,692 0,9946 4,485
Strychnos spinosa Polpa Y =12,319x + 35,99 0,8097 1,137
Licor Y =9,7393x + 1,1487 0,9976 5,016
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5 Discusséo

Os valores encontrados de sdlidos soluveis totais neste estudo foram de 36,44+0,68, 37,40+0,12
e 49,67+0,58 para polpa, licor e jam de V. infausta (tabela 12) respectivamente e Chiau et al.
(2013) na anélise da polpa do mesmo fruto colhido na provincia de Maputo (Mogambique)
encontraram teores de solidos soluveis totais de 35,5+0,2. Na polpa e licor de S. spinosa, 0s
valores encontrados de sélidos sollveis totais sdo 33,78+0,34 e 35,00+0,00, respectivamente
(tabela 13).

O pH baixo e acidez elevada é uma caracteristica desejavel e dispensa a etapa de acidificacéo
durante o processamento. Neste estudo, os valores de pH obtidos foram de 3,186%0,046,
3,550+0,006 e 3,245+0,064 para polpa, licor e jam de V. infausta, respectivamente (tabela 12).
Amarteifio e Mosase (2006) analisaram a polpa dos frutos de V. infausta colhidos em Botswana
e obtiveram um valor de 3,38, Chiau et al. (2013) analisaram a polpa dos frutos colhidos na
provincia de Maputo (Mocambique) e obteveram valor de pH de 3,300+0,003 e Mothapo et al.
(2014) analisando frutos de V. infausta colhidos em dois periodos diferentes, entre Janeiro e
Fevereiro (periodo 1) e fora do periodo normal de frutificacdo desta planta (periodo 2), na
provincia do Limpopo (Africa do Sul) obteveram valores de pH de 3.20+0.03 e 3.20+0.02 (tabela
7). Em relacédo a S. spinosa, os valores de pH obtidos nesta analise séo de 3,22+0,16 e 4,30+0,02
para polpa e licor, respectivamente (tabela 13) e no mesmo fruto colhido em Botswana, o valor
determinado por Amarteifio e Mosase (2006) foi de 3,96.

O indice de refrac¢cdo é uma propriedade fisica importante de sélidos, liquidos e gases. Pode ser
usado para determinar a concentracdo de uma solucdo, pois varia com a concentracdo (Instituto
Adolfo Lutz, 2008; Cavalcanti et al., 2006). No presente estudo, os valores de indice de
refraccdo da polpa, licor e jam de V. infausta sdo 1,209+0,346, 1,394+0,001 e 1,340+0,006,
respectivamente (tabela 12) e da polpa e licor de S. spinosa séo 1,310+0,025 e 1,390+0,006,
respectivamente (tabela 13).

Neste estudo foi determinada a densidade apenas nos licores V. infausta e S. spinosa e os valores
foram de 1,073+0,056 (tabela 12) e 1,103+0,104, respectivamente (tabela 13).

Na prospeccao fitoquimica, depois dos testes especificos (tabelas 14 e 15), observou-se que 0s
extractos variaram da coloragdo azul para verde, o que indicou a presenca de
esteroides/triterpendides (reac¢do de Lieberman- Burchard), o aparecimento de coloracdo que

variou de parda a vermelha indicou a presenca de flavonoides (teste de cianidina ou Shinoda), a
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formacdo do precipitado de tonalidade azul indicou a presenca de taninos hidrolisaveis, e verde a
presenca de taninos condensados (reaccdo com cloreto férrico), o surgimento de espuma
persistente e abundante, indicou a presenca de saponinas (teste de espuma) e a formacao de
precipitados insoluveis e floculosos confirmou a presenca de alcal6ides (teste de Dragendorff).
Em extractos das folhas e da casca do caule S. spinosa, Ugoh e Bejide (2013) (tabela 3)
observaram a presenca de alcalGides, esterdides e terpendides, taninos, aclcares redutores e
saponinas, Mbukwa et al. (2007) e Abeer (2011) (tabela 8) em extractos das folhas de V.
infausta, a presenca de flavonoides. Tafadzwa (2012) em extractos de folhas de V. infausta
verificou a presenca de flavonoides, saponinas e taninos e em extractos das raizes de V. infausta,
a presenca de saponinas e taninos (tabela 8). Em extractos das raizes da planta V. infausta, Abosi
et al. (2006) mostraram a presenca de flavonoides, cumarinas, taninos, terpendides,
antraquinonas e saponinas e McGaw et al. (2008) em extractos de folhas e raizes de V. infausta
identificaram a presenca de esterais.

Na avaliacdo da actividade antimicrobiana, optou-se por tomar a concentracdo maxima de 200
mg/ml de extractos da polpa, jam e licor do fruto de V. infausta e da polpa e licor do fruto de S.
spinosa e, aplicando o método de difusdo em agar, nenhum extracto inibiu o crescimento dos
microrganismos testados (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella thyphimurium,
Staphylococcus aureus e a levedura Candida albicans), isto é, as amostras impregnadas nos
discos para avaliar actividade antimicrobiana ndo induziram a formacdo de halos de inibigé&o

frente aos microrganismos testados (figura 13).

Segundo De Bona et al. (2014), a auséncia de uma zona de inibicdo ndo significa
necessariamente que o extracto seja inactivo perante ao microrganismo testado, mas sim,
provavelmente, que a difusdo ndo tenha sido completa, especialmente para 0s compostos menos

polares que se difundem mais lentamente no meio de cultura.

Embora Pinho et al. (2012) refiram que, nos extractos das plantas, os metabolitos secundarios
sdo responsaveis pela actividade antimicrobiana e varios estudos reportarem accéo
antimicrobiana de extractos de diferentes partes das plantas V. infausta e S. spinosa, ndo foram

encontrados estudos que relacionam directamente esta actividade as polpas dos seus frutos.
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Philipe et al. (2005) verificaram que o extracto de acetato de etilo do caule e galhos de S. spinosa
ndo apresenta nenhuma actividade em estirpes de Plasmodium falciparum, mas Bero et al.
(2009), num estudo sobre extracto de diclorometano das folhas de S. spinosa observaram
actividade em estirpes de Plasmodium falciparum.

Em oleos essenciais extraidos das folhas de S. spinosa foram isolados 15 compostos quimicos
com actividade antitripanossomica (Monzote et al., 2012; Hoet et al., 2006). Num outro estudo,
em extracto lipofilico das folhas de S. spinosa foram isolados oito triterpendides e esterois que
também mostraram actividade antitripanossémica (Hoet et al., 2007). Sem indicacdo da parte da
planta analisada, Mbaya e Ibrahim (2011) reportam actividade de extractos da S. spinosa contra
tripanossomas hormonais. Aplicando o método de difusdo em agar e 0 método de microdilui¢éo
para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima, Ugoh e Bejide (2013) observaram boa
actividade de extractos aquosos, etandlicos e metandlicos das folhas e das cascas do caule de S.
spinosa sobre as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e minima actividade
contra a bactéria Staphylococcus aureus e o fungo Candida albicans (tabelas 4 e 5). Kubmarawa
et al. (2007), avaliando a actividade dos extractos etandlicos da casca de caule sobre as bactérias
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e o fungo
Candida albicans, ndo observaram nenhuma actividade. Na avaliag&o da actividade de diferentes
extractos e fraccdes de folhas de S. spinosa, sobre diferentes fungos e bactérias gram-positivas e
gram-negativas, Isa et al. (2014b) determinaram uma concentracdo inibitéria minima, que varia
de 0,04 a 1,25 mg/ml, considerada baixa e moderada por varios autores. Em relacdo a aplicacédo
medicinal dos frutos de S. spinosa, Madzimure et al. (2013) reportaram 0 Seu uso como
carracicida sobre carrapatos bovinos.

Na planta V. infausta, varios estudos realizados sobre extractos das diferentes partes mostraram
actividade antimicrobiana. De Boer et al. (2005), usando seis diferentes microrganismos de teste
entre fungos e bactérias (Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Erwinia amylovora,
Fusarium culmorum, Pseudomonas syringae e Staphylococcus aureus) patogenicos para
humanos e para vegetais testaram actividade de extractos de acetato de etil, metanol, dgua fria e
agua quente da planta V. infausta e verificaram que estes sdo activos contra um ou mais dos
organismos testados, mas que esta actividade ndo tem relacdo com aplicacdo tradicional
reportada para esta planta. Abosi et al. (2006) verificaram actividade de extracto butandlico e

fraccdo cloroférmica de casca da raiz de V. infausta em Plasmodium falciparum cultivado in
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vitro. Pillay et al. (2008) em extracto da mistura diclorometano e metanol na proporcdo de 1:1
verificaram actividade contra Plasmodium falciparum in vitro. Ramalingum e Mahomoodally
(2014) avaliando actividade antimicrobiana de extractos aquosos e metandlicos de folhas, frutos
(maduros e verdes) e sementes desta planta usando o método de difusdo em agar sobre as
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e fungos
Aspergillus niger, Candida albicans, verificaram que o0s extractos aquosos de frutos verdes tém
actividade sobre Escherichia coli e os extractos aquosos de frutos maduros em Staphylococcus
aureus (tabela 9) e em extractos metandlicos das folhas verificaram actividade sobre as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e em extractos metandlicos das sementes sobre

Staphylococcus aureus (tabela 10).

O teor de compostos fenolicos das polpas dos frutos de V. infausta e de S. spinosa determinado é
de 0,528+0,030 e 2,028+0,190 mg EAG por grama de extracto, respectivamente (tabela 16). Nos
derivados dos dois frutos, o teor dos compostos fendlicos ndo foi determinado porque

apresentaram valores de absorvancia menores que a registada para o branco (gréfico 1).

Em relacdo a actividade antioxidante, expressa em coeficiente de inibicdo (Clsp), 0s extractos das
polpas de V. infausta e de S. spinosa apresentaram Clsp de 1,348 e 1,137 mg/l, respectivamente,
os derivados de V. infausta apresentaram um Clso de 13,786 mg/l (licor) e de 4,485 mg/l (jam) e
o licor de S. spinosa um Clsy de 5,016 mg/l (tabela 20). Estes resultados apontam para um poder

antioxidante alto das polpas que os seus derivados.

Segundo Rocha (2011) e Sousa et al. (2007), quanto maior o consumo de DPPH por amostra,
menor seréd a sua concentracao inibitdria e maior sera a sua actividade antioxidante e esta accao é
identificada por Andrade et al. (2007) como responsavel pela neutralizacdo das espécies
reactivas de oxigénio, protegendo deste modo, o aparecimento de muitas doencgas cronicas no
organismo humano.

Mbukwa et al. (2007), isolaram das folhas de V. infausta flavondides que apresentaram maior
actividade na eliminag&o de radicais DPPH e usaram o cido ascorbico como padré&o.

Legwaila et al. (2011) comprovaram que vitamina C, presente em grandes quantidades nas frutas

de V. infausta, S. spinosa, A. digitata, S. birrea, é responsavel pela sua actividade antioxidante.
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Abeer (2011) em extractos de folhas de V. infausta isolou alguns flavondides com actividade
antioxidante e os oxidantes usados para avaliacdo foram o DPPH e H,0O, e como padrdo usou-se

a rutina.

Vaérios autores encontraram forte relacdo entre compostos fenolicos e actividade antioxidante,
mas outros ndo tém evidenciado esta correlacdo. Estes Gltimos acreditam que a actividade
antioxidante de um extracto ndo pode ser explicada apenas com base no seu teor de compostos
fendlicos totais, sendo necessaria também a caracterizacdo da estrutura do composto activo.
Contudo, baseando-se no mecanismo de ac¢do do radical DPPH e com conhecimento prévio da
composicao fitoquimica e teor de compostos fendlicos de extractos dos frutos de V. infausta e S.
spinosa, é possivel deduzir que a actividade antioxidante que apresentam pode estar relacionada,
em parte, com a presenca de compostos fendélicos.

As principais limitacGes deste estudo foram: a falta de alguns equipamentos laboratoriais,
inacessibilidade dos laboratérios devido a obras de reabilitacdo do edificio do departamento de

Quimica, desde 2014 e dificuldades para a realizacdo dos ensaios microbiolégicos.
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6 Conclusdes e Recomendacdes

6.1 Conclustes

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios e da discussao dos resultados conclui-se que:

1. Os metabolitos secundarios presentes em comum nas polpas e nos derivados destes dois frutos

sdo flavondides e saponinas.

2. O processamento dos frutos para seus derivados ndo altera em grande medida as suas

propriedades fisico-quimicas.

3. O conteudo de compostos fendlicos presentes nos extractos da polpa é maior que nos extractos

derivados dos dois frutos.

4. Os extractos ndo apresentaram nenhuma actividade antimicrobiana contra os microrganismos

testados.

5. O coeficiente de inibicdo (Clsg) demonstrou que os extractos das polpas dos dois frutos tém

maior capacidade antioxidante do que os extractos dos seus derivados.

6. A avaliacdo fitoquimica e farmacoldgica dos frutos e derivados de Vangueria infausta e
Strychnos spinosa realizada neste trabalho permitiu um maior conhecimento sobre a natureza

dos metabdlitos secundarios presentes, assim como das suas possiveis propriedades funcionais.

6.2 Recomendacdes

Com base neste trabalho, recomenda-se:

1. A obtencdo dos extractos das polpas e derivados destes frutos usando outros solventes ou

técnicas.

2. A realizacdo da avaliacédo da actividade antimicrobiana dos extractos das polpas e derivados

destes frutos com concentragdes de extracto acima da usada neste estudo.
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3. A realizacdo de estudos de avaliagdo da actividade antimicrobiana dos extractos das polpas e
derivados destes frutos usando outros metodos.

4. A realizacdo de mais estudos para isolar os compostos responsaveis pela actividade
antioxidante.
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Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos
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Tabela Al-1: Dados usados para a construcdo da curva de calibragéo do &cido galico

Conc. (mg/ml) 0 50 100 150 250 350

Absorvéancia 0,033 0,251 0,367 0,523 0,790 0,871

Tabela Al-2: Dados usados para a construcdo da curva de calibragédo de DPPH

Conc. (png/ml) 0 1 5 10 15 20 25 30 35 40

Absorvancia 0,016 | 0,024 | 0,105 | 0,369 | 0,523 | 0,729 | 0,951 | 0,983 | 1,223 | 1,419
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Caracterizagdo Quimica e Avaliacdo da Actividade Antimicrobiana e Antioxidante das Polpas e Derivados dos
Frutos de Strychnos spinosa (Massala) e Vangueria infausta (Mapfilwa)

Tabela A2-1: Réplicas das absorvancias nas amostras da polpa de Vangueria infausta

Conc (mg/l) 25 50 75 100
Medicdo 1 0,647 0,184 0,234 0,099
Medicao 2 0,633 0,401 0,198 0,111
Medicao 3 0,767 0,306 0,090 0,137
Média 0,682 + 0,074 0,297 + 0,108 0,174 + 0,075 0,115+ 0,019
Tabela A2-2: Réplicas das absorvancias nas amostras do licor de Vangueria infausta

Conc (mg/l) 25 50 75 100
Medicdo 1 1,213 1,214 1,139 1,203
Medicdo 2 1,240 1,209 1,149 1,063
Medicdo 3 - - 1,076 1,060
Média 1,227 + 0,019 1,212 + 0,004 1,121 + 0,039 1,109 + 0,082
Tabela A2-3: Réplicas das absorvancias nas amostras de jam de Vangueria infausta

Conc (mg/l) 25 50 75 100
Medicdo 1 1,107 0,949 0,796 0,599
Medicdo 2 1,172 0,927 0,805 0,644
Medicéo 3 1,120 0,932 0,815 0,619
Média 1,133+ 0,034 0,936 £ 0,012 0,805 + 0,009 0,621 + 0,023
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Tabela A2-4: Réplicas das absorvancias nas amostras da polpa de Strychnos spinosa

Conc (mg/l) 25 50 75 100
Medicdo 1 0,661 0,284 0,120 0,119
Medicgéo 2 0,696 0,264 0,134 0,107
Medicéo 3 0,618 0,273 0,138 0,143
Média 0,658 + 0,039 0,274 £ 0,010 0,131 £ 0,009 0,123 + 0,018
Tabela A2-5: Réplicas das absorvancias nas amostras do licor de Strychnos spinosa

Conc (mg/l) 25 50 75 100
Medicéo 1 1,161 0,990 0,845 0,692
Medicdo 2 1,147 0,981 0,839 0,723
Medicdo 3 1,095 0,969 0,846 0,741
Média 1,134 £ 0,035 0,980 + 0,011 0,843 + 0,004 0,719 + 0,025
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