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RESUMO

A atividade antioxidante de 140 extratos liofilizados,
.de diversas partes de 45 plantas brasileiras, foi avaliada em um
sistema modelo aquoso de B-caroteno-acido linoleico. Os extratos
que apresentaram um efeito protetor mais destacado, em numero de

42, foram testados em um sistema lipidico (0leo de soja).

Diversas técnicas cromatograficas (papel, camada delga
da, coluna, liquida de alta eficiencia e gasosa) foram empregadas
na separacdo dos compostos presentes em 4 dos extratos mais ativos

nos dois sistemas.

Fracoes obtidas de extratos.de Piptadenia macrocarpd
- ffolhas), Mikania smilacina (folhas), Solanum viarum (folhas e ga-
lhos) e Cochlospermum insigne (raiz) mostraram atividade antioxi-
dante similar ou maior que o BHT (2,6 di-ter-butil p-cresol) nosis
tema lipidico. A identificagdo destas fragoes nao foi . .conseguida

por tratar-se de misturas com vdrios componentes.

Usando Especfroscopia Ultravioleta (UV), Ressonancia
Magnética Nuclear de Protons (RMN'H) e Espectrometria de Massa (EM)
foi identificada a presenga do flavonoide di-hidrokampferol (3, 4','
5, 7-tetra-hidroxi di-hidro flavonol) no extrato de raiz de Coch-
lospermum insigne. Esta substancia nao tem sido titada na familia

Cochlospermaceae.

0 di-hidrokampferol, embora presente num extrato com
alto poder antioxidante nao mostrou atividade em 0leo de soja, quan

do adicionado numa concentragaoc de 0,1%.
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SUMMARY

Antioxidant activity of 1liophilized extracts of Brasilian plants.

The éntioxidante activities of 140 lyophilized extracts
of different parts of 45 Brasilian plants were evaluated in amodel
aqueous system containing B-carotene and linolei¢ - acid. The 42
extracts that presented a marked protective effect were subsequen-

tly tested in a lipid system {(soybean o0il).

Different chromatographic techhiques (paper, thin-
layer, ‘high performance liquid and gas-liquid) were used to separa-
te the compounds present in four extracts which were most active

in the two systems.

Fractions of extracts of Piptadenia macrocarpa (lea-
ves), Mikania smiiacina (leaves), Solanum viarum (leaves and bran-
ches) and . Cochlospermum insigrne (roots) showed antioxidant. activi-
ty similar to or greater than that shown by BHT (2,6 di-ter -butil
p-cresol) in the lipidic system. It was not possible to identify

these fractions since cach was a mixture of various components.

Using ultraviolet spectroscopy (UV), proton magnetic
resonénce (PMR) and mass spectrometry (MS), the presence of the
flavonoid dihydrokaempferol (3, 4', 5, 7-tetrahydroxydihydroflavo-
nol) was detected in fhe extract of the roo6t of Cochlospermum in-
signe. This substance had not been previously reported in the fami-

ly Cochlospermaceae.

Dihydrokaempferol, although present in an extract with
a high antioxidant activity, showed no activity in soybean oilwhen

added at a concentration of 0.1%.



INTRODUCAQ

A principal dificuldade encontrada na preservacio de
6leos e gorduras ou alimentos que os contém, estd no desenvolvimen
to da rancidez., Na tentativa de resolver este problema, dadas as
caracteristicas desta deterioracdo, o uso de substdncias com pro-

priedades antioxidantes tem recebido especial atengdo,

Existe atualmente um creScénte interesse por antioXi-
dantes obtidos de fontes naturais por extragdo, purificacao ou fra
cionamento, ja que os compostos sintéticos comumente usados na in-
distria de alimentos vém tendo festrigées no seu uso, devido ao
possivel risco de toxidez que agfésentam (CHAN et alii, 1977), além

disso, estes compostos, no caso brasileiro, sdo todos importados.

+ ©  Extratos de plantas exibem atividade antioxidante de
variado grau, quando adicionados a_éleos e gorduras.e a  produtos
que apresentam gordﬁra na sua formulagéo; ‘Entre os compostos prem'
sentes nesses extratos os flavondides sdo de especial interesse co
mo substdncias de potencial atividade antioxidante devido a sua es

trutura e propriedades (WHITTERN et aliz, 1984),

O Brasil, segundo estimatiﬁas recentes, pbssui aproxi-
madamente 120 mil espécies de vegetais nativos ou autdctones (MOU
RA, 1985), muitas das quais com propriedades medicinais. e aromati
cas, que poderiaﬁ ser pesquisadas como fontes de antioxidantes na-

turais.

0 presente estudo tem como objetivo avaliar a poténcia
antioxidante de extratos de plantas brasileiras e identificar, se

possivel, os compostos responsdveis por esta atividade.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A deterioragao de alimentos € um fendmeno natural e um
problema inevitdvel, tendo em vista que cada alimento tem sua vida
fitil caracteristica e que dépende em grande parte de sua composi-
cdo, estrutura e condigdes de estocagem (DESROSIER - & . DESROSIER,
1977).

Em geral, nossos alimentos sﬁo‘misturas eXtremamente
complexas de algumas centenas de espécies quimicas, porém trés gru
pos de substancias orgdnicas, carboidratos, lipidios e ﬁroteinas,
. junto com a'égua constituem a maior parte dos mesmos, chegando mﬁi

tas vezes a formar mais de 99% de sua massa {BERK, 1976).

Os lipidios sfo constituintes essenciais da  nutrigdo
humana, pois sao uma fonte concentrada-de energia, formam parte de
estruturas celulares, atuam como veiculos de vitaminas lipossoliveis
e sao eésenciais para muitas fungbes metabdlicas. Além disso,eles
contribuem para dar palatabilidade aos alimentos, sdo usados como
transportador de calor e suas propriedades funcionais sdo aprovei-

tadas na produgio de muitos outros alimentos (LILLARD, 1983).

Os lipidios, porém, sdo componentes relativamente ins-
tdveis e muito cuidado deve ser tOmadonara protegé-los contra a
deterioragdo, Eles estdo sujeitos a varias agoes que afetam sua
qualidade e seu valor nutritivo., As mudangas mais imﬁortantes sao

as seguintes:

a) deterioracdo em sementes, frutos ou em produtos de

origem animal apds colheita ou abate;

b) mudangas quimicas durante a refinacdo;



c) mudancgas quimicas durante a hidrogenacfo e transes-
terificacao;
d) mudancgas devidas ao uso repetido dos dleos para fri

tura, e

e) formagdo de "off-flavour'ou rancidez durante a esto

cagem (SEHER, 1983).

Entre estas mudancas a Gltima & sem diivida a principal
rota de deterioragﬁo-e que ocasiona as maiores perdas econdmicas,
além de gerar produtos organolepticamente inaceitd@veis para os con
sumidores, causa tamb@m outros efeitos degradativos, tais como per
da de cor, destruigdo de vitaminas, polimerizagdo e perda de valor

~

nutritivo {(SHERWIN, 1978)}.

Rancidez

A ocorréncia de odores e sabores estranhos, geralmente
descrita como rancidez em alimentos que contém lipidios & uma ob-
servacao muito comum. Estritamente falando nés devemos distinguir
dois tipos de rancidez: rancidez hidrolitica e rancidez oxidativa
(autoxidacdo). A primeira & devida 2 agdo de enzimas (lipases) ag
plamente distribuidas nos alimentos e que catalizam a hidrdlise dos
trigliceridios, liberando dcidos graxos, que no caso destes possul
rem cadeia curta produzem o sabor acre e cheiro caracteristicos de

alimentos rancosos (BERK, 1976).

A OH

' HOH ,
e OH + A+ Ap+ A
A2 LIPASE : o

Aj OH
Trigliceridio Glicerol Acidos Graxos

. Livres



Este tipo de alteracdo & muito comum em alimentos como
leite, sorvetes, manteiga, etc., bEm alguns casos a rancidez hidro-
1itica & desejada, como em certos tipos de queijo, cujo sabor ca-
racteristico & devido & ac¢do das lipases de fungos sobre os 1lipi-

dios presentes,

0 segundo tipo de rancidez & o mais importante = como
fonte de deterioracdo e portanto & de maior interesse compreender
como esta alteraclo se desenvolve e, assim, poder elimina-la ou

minimizar seus efeitos (KORYCKA-DAHL & RICHARDSON, 1980).

Autoxidacgiao

A autoxidacdo & definida como a oxidagdo espontanea de
uma substdncia em contato com oxigénio (BERK, 1976). Em lipidios
a oxidacdo & associada exclusivamente aos 4cidos graxos insatura-

dos, principalmente aqueles com mais de uma insaturacdo (CHAN et

alii, 1982).

i o
H ' H OH  H
l 0 N
L N 1
i J
H—C — 0 —COR | H §
I N e b -T— ——————
Ho G = O ~— COR Sitio de oxidagdo

H

Molécula de trigliceridio insaturado

Mecanismo da reacgao

0 fendmeno da autoxidacdo & explicado até hoje  pelas

hipatéses propostas por FARMER e colaboradores (1942 a,b, 1943,



1946 a,b), BOLLAND e colaboradores (1945, 1946, 1948), que citam
uma reacio autocatalitica em cadeia, baseada na formagdo de radi-
cais livres, Este mecanismo, porém, nao explica todos os passos
da reacdo, apesar de muitas observagdes confirmarem a hipdtese (SE
HER, 1983}.

A reacao consiste em 3 etapas, como segue:

1. Iniciagao

Iniciador
R -H —— @ R« + H-

2. Propagacgao

ROO -

ROO-

RH —— ROOH + R-
H

3. Terminacao

R- + R+ ——s R - R
ROO- + R+ —= ROOR

ROO+ + ROO- —= ROOR + 0,

dcido graxo insaturado

onde: RH =
R = radical lipidico
ROO- = radical perdxido
ROOH = hidroperdxido (LILLARD, 1983)



Iniciacio

A autoxidacgdo inicia-se com a abstracdo do dtomo de
hidrogénio vicinal & dupla ligagdo (hidrogénio alilico), formando-

-se radicais livres (R.) altamente reativos (SCHULER, 1980).

Y Iniciador [TTTTTTTTTTTTIC i
-C=¢C ~-C - }C=C-C+ + H.
T B I R B
H H f H H H !
X '\...‘.._._-__l_.___..-l
R -{H} R
A produgdo de radicais livres pode ser iniciada por

dissociacdo térmica direta (termdlise), por decomposigdo de perdxi

dos, por catdlises com metais e por exposicdo @ luz (fotdlise) com

ou sem intervencdo de foto-sensibilizadores (FRANKEL, 1980}.

Esta etapa de iniciacfo tem gerado inimeras Controveér-
sias e atualmente mecanismos que incluem as chamadas "espécies de
oxigénio ativadas" tails como: oxigénio Singlet (102), radical supe
roxido (Dg-), radical hidréxido (OH-}, perdxido de hidrogénio{ﬁzoz)l
e ozbnio (0;), adquirem maicr importdncia (KORYCKA-DAHL & RICHARD -
SON, 1980), principalmente e primeira espécie toxigénio ﬁsinglét,
102), cujo mecanismo proposto por RAWLS & Van SANTEN (1970) & des-

crito a seguir,

S # Y e g e 3
30 o 1

3gr 70 O« * g

10,, + RH ROOH

ROOH Radicais livres (RO- + -OH)
{* RO + RH . ROH + R-
i




onde: S = sensibilizador em estado triplet
s = sensibilizador em estado singlet
Lox = sensibilizador em estado singlet excitado
Sgx = gensibilizador em estado triplet excitado
302 = oxigenio triplet
'dh. = oxigénio singlet excitado

A razdo exposta € que a formagfo dos primeiros hidrope
roxidos seria mais facil, ja que o oxigénio singlet reage 1450 ve-
zes mais rapido que o oxigénio triplé%. 0 sensibilizador requerido
‘para esta conversdo do oxigénio de triplet para singlet &€ encontra
do normalmente em alimentos e consiste de compostos foto-sensiveis .

como clorofilas ou porfirinas (FRANKEL, 1980; LILLARD, 1983},

Propagacao

Normalmente os radicais livres formados (R- e H-) na
primeira etapa (iniciac@o) poderiam desaparecer por recombinacgdo
(RH, RR, HZ) porém, em presenga de oxigénio.fonmmlum radical perd-
xido (R0OO-), que reage Com uma nova molécula do lipidio (RH) produ
zindo um hidroperdxido (ROOH) e um novo radical R- através do qual
a reacao & propagada (BERK, 1976).

A produgdo de hidroperdxidos (ROOH) depende da disponi
bilidade de hidrogénios alilicos para reagir com radicails peréxido
(ROO-), por exemplo no caso do &cido oleico, C18:1(9), se formariam

4 hidroperdxidos.



8 - H. g

ae. oleico

' Jo
HoO, o | 00 00-

+RH
m —
HoO/8
OH -
- L

0
9
/
OCH

i1

para o dcido linoleico, C18:2(9,12), se produziria uma mistura dos
hidroperdxidos 9 e 13 e no dcido linolénico, C18:3 (9,12,15), se-

riam formados os hidroperdxidos 9, 12, 13 e 16 (FRANKEL, 1980).

As proporgdes formadas destes hidroperdxidos a diferen
tes temperaturas foram determinadas por FRA&KEL et alii (1977a,b,c)
observando que no dcido linolénico sao formados em maior proporgaoc

os hidroperdxidos 9 e 16,

Terminacao

A reacgdo termina quando os radicais livres se combinam
entre si para formar produtos esta@veis, que se acumulam no sistema

(BERK, 1976) .



Degradacdo dos hidroperdxidos

Os hidroperdxidos sdo importantes como produtos prima
rios da oxidac@o, nio sdo volateis, ndo tém odor e nem sabor (LEA

§& SWOBADA, 1958; FRANKEL, 1983),

Os hidroperéxidos, também sdo degradados por um meca
nismo de radicais livres, que aceleram a reacgdao (LILLARD, 1983) e

produzem muitos tipos de produtos secunddrios (KEENEY, 1962).

0 primeiro passo desta decomposicgdo & o rompimento do
enlace oxigénio-oxigénio, gerando os radicais livres alcoxi (RO")

e hidroxi {-0H).

R - CH - R' R -CH-R'" + -(CH
I |
0 0-
R
0 Alcoxi
H
Hidroperoxido

Onde o radical alcoxi pode ser rompido como segue:

CH R'" -~ CHO + R-

=
L
-t
=

T~

O- R - CHO + R"

Ou combinar-se com outros substratos {1), ou com ocutros radicails

(2) ou ainda com outro radical alcooxi (3) (BELL er ali¢, 1951):

(1) R - CH - R' R - CH - R" + R*

| |

0- + RH OH

alceool



10

(2) R -CH - R' + R* R-C-R'" +R -H
I I
0- 0
cetona
(3) R - CH - R' + RO- R ~-C~-R'" +R - OH
| I}
0- 0
cetona alcool

Como se observa, a decomposicdo dos hidroperdxidos &
acompanhada pela formagéo de um grande nimero de compostos, o que
complica em muito qualquer intento de tragar caminhos definidos
que expliquem realmente como se“forma cada um dos compostos detec

tados num lipidio autoxidado (FRANKEL, 1983).

LEA (1962) propde o seguinte esquema de algumas das

rotas possiveis na decomposigdo dos hidroperdxidos:

DIMEROS, POLIMEROS

1

polimerizagéo

I

| HIDROPEROXIDO |

/N T~

oxidagdo fissdo desidratacgdo oxidacdo de
! l ] -C=C- em ou-
tras molécu-
Diperdxidos Aldeidos .. Ceto-gliceridios 1las
l Semi ~aldeidos

Polimeros compostos con OH Epoxidos

Aldo-gliceridios Alcool-glice

ridios

Di-alcool-

Acidos 'glicéridios
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£ importante notar que a decomposigdo posterior dos
produtos secundarios gera entre outros produtos, as substancias vo
lateis responsaveis pelo odor e sabor desagradaveis dos 1lipidios
okidados (FRANKEL, 1980, 1983). Compostos de.altissima potéencia,
tais como o nonenal, & detectado em dleos vegetais hidrogenados por
um painel de provadores em concentragoes tao baixas como 0,005 ppm
para odor e 00,0003 ppm para sabor, (KEPPLER et ali< 1965; 1967;
FEENSTRA § MEIJBOOM, 1971). A origem destes produtos voldteis ain
da €& desconhecida, porem acredita-se que sao formados na oxidacao
secundaria de aldéidos insaturados (PRANKEL, 1962; LILLARD § DAY,
1964); por dimerizacao de hidroperoxidos (FRANKEL et al<<, 1960 ;
JOHNSTON et alii, 1961) ou por reagoes entre hidroperoxidos e com-

postos insaturados (SMOUSE & CHANG, 1967).

" Polimerizacao

Uma outra consequencia da autoxidagiec e a formacdo de
compostos de alto peso molecular (polimeros), que afetam a quali-
dade dos 6leos, aumentando a viscosidade e aleficiéncia do oleo
como transportador de calor (LILLARD, 1983), além de reduzir 0
"flavor" e a estabilidade dos oleos (EVANS et ald<, 1960; CROSSLEY

& THOMAS, 1964; SMOUSE, 1979).

A formacdo de polimeros (lineares ou citlicos) envol-
ve enlaces carbono-carbono ou gnlaces com oxigenio (PAULOSE §
CHANG, 1973). GEstas moléculas formadas nio tem sido completamen-
te identificadas ja que sempre estdo presentes como misturas -com-

plexas (FRANKEL, 1980).
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Medigao da autoxidacgao

Numerosos métodos sdo conhecidos para avaliar as condi
c¢oes de um Gleo ou para predizer o tempo no qual apresentara condi

¢bes de consumo (ODUMOSU et alii, 1979},

A andlise sensorial € o método disponivel mais sensi

vel para determinar as condigbes reais de um 6leo ou gordura, porén

ndo € pratico para analises de rotina, . consequentemente tém sido desen
volvidos testes quimicos e fisicos, mais rapidos e reprodutiveis

(GRAY, 1978).

Na escolha do método de medigfo, dois fatores sao de-
terminantes: sua sensibilidade as mudangas oxidativas e sua corre-
lacdo com a anidlise subjetiva (ODUMOSU et alii 1979), este . Gltimo
fator € muitas vezes limitante, jd que a correlagdo entre os méto-
dos depende do tipo de dleo analisado, pois cada &leo tem seu pro-

prio desenvolvimento oxidativo (SEHER, 1983).

Avaliacdo do estado oxidativo

Entre os métodos que envolvem a determinacdo quantita-
tiva de um ou virios produtos da oxidagdo, pode-se citar um grande

nimero, sendo os mais usados:

Indice de perdxido: (IP) que mede os produtos  primi-
rios da oxidagao (hidroperéxidos); que sdo referidos como perdxi-
dos (GRAY, 1978), sendo determinados de varias maneiras: por iodo-
metria (WHEBLER, 1932; AOCS, 1973), por colorimetria (LIPS et alit,
1943) ou por combinagao dos dois métodos (SWOBODA § LEA, 1958),Com

este método, tém sido obtidos bons indices de correlagao com ava-
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liagoes sensoriais em 6leo de soja hidrogenado, 8leo de milho, ba
nha (FIORITI e¢ alii, 1974) e bleo de amendoim (ODUMOSU et ali<,
1979).

Teste do acido tiobarbitlirico (TBA), que estima colo-

rimetricamente o contelido de malonaldeido, um dos produtos secun-
darios da reacdo, quando este se condensa com 2 molé&culas de TBA,.
formando um pigmento vermelho (SINNHUBER et ali<, 1958). A deter
minagéo pode ser feita de Z maneiras, por destilacdo com arrastre
de vapor (TARLADGIS et aliZ, 1960, 1962) ou por extragdo do pig-
mento.(VYNCKE, 1970 a,b), ambas diretamente no alimento sem a ex-

tracdo do O6leo ou gordura.

Altos valores de correlagdao entre este teste e anadli-
se sensorial foram encontrados em 6leo de milho, algodio e soja .

(GRAY, 1978),

Mac DONALD et aliZz (1982) encontraram uma correlacao
significante entre valores de IP e TBA num sistema modelo de &ci-

do linoleico purificado,

Compostos Carbonilicos Totais (CCT), este método ava-

lia os compostos carbonilicos formados na degradagdo dos hidrope-

roxidos (GRAY, 1978).

A avaliacdo destes compostos pode ser feita pela rea-
cdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (HENICK et alii, 1954); com
acetato de benzidina (HOLM et al<iZ, 1957); com anisidina (p-meto-

xi anilina) (LIST et alii, 1974).

Estes tGltimos autores encontraram uma correlacdo alta
entre valores do indice de anisidina (IA) e andlises organolépti-

cas para bleo de soja, enquanto que ODUMOSU et alii (1979) repor-

tam baixa correlacdo em 6leo de amendoim.
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Indice TOTOX (IT) - Este indice & sugerido como a me-
lhor forma de medigdo da oxidacglo, ja que inclue a determinagao
de produtos primidrios e secundarios da reacdo, o indice TOTOX &

calculado da seguinte maneira: IT = 2ZIP + IA (SHERWIN, 1978).

Compostos carbonilicos volateis

Por este método sdo avaliados os compostos volateis
que realmente contribuem no "flavor' ‘dos alimentos autoxidados,
estes compostos de baixo peso molecular sao recuperados com um

sistema de destilacd@o a vicuo (LEA § SWOBODA, 1962; GADDIS et alli,
1966) .

Determinacao de compostos Oxirano

Estes compostos que contém um grupamento epoxi, sao
formados durante a autoxidacdo de materiais lipIdicos, sdo deter-
minados pela reacfo com halogénio em um solvente adequado (GRAY,
1978). O mEtodo de titulagdo com HBr foi adotado como método ten

tativo pela AOCS (1981).

Determinacio de dienos conjugados

A oxidacio dos dcidos graxos insaturados & acompanha-
da pelo incremento na absorgdo no ultravioleta devido a dienos
(234 nm) e trienos (268 nm) conjugados, estas mudangas podem ser

usadas como uma medida relativa da autoxidagdo (GRAY, 1978).
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A absorgao a 234 nm aumenta proporcionalmente a absor-
¢do do oxigénio e a formagdo de perdoxidos (FARMER § SUTTON, 1943},

TSOUKALAS & GROSCH (1977) encontraram que a medida da

absorgao de dienos a 234 nm € um método muito sensivel para detec-

tar o comego da autoxidagdo.

Determinacdo de produtos conjugiveis (PC) e

indice oxodieno (I0)

Neste método analitico os hidroperdxidos e  compostos
hidroxi e carbonilicos sZo convertidos em cromdforos conjugados por
reducio e desidratacdo e sdo expressos como PCO. A primeira rea-
¢io com boroidreto de sddio resulta num decréscimo na absorgao a
275 nm & conhecido como indice oxodieno (PARR & SWOBODA, 1976;FISH
WICK & SWOBODA, 1977).

ODUMOSU et alii (1979) encontraram que o indice oxodie
no {10) tem alta correlacdo com anédlise sensorial enquanto os pro-

dutos conjugiveis da oxidagdo tém baixa em &leo de amendoim.

Outros métodos

Existem també&m métodos que usando técnicas de fluores-
céncia (DILLARD § TAPPEL, 1973; TROMBLY & TAPPEL, 1975), polarogra
fia (LEWIS et al<i, 1949), cromatografia de gas (NAWAR & FAGERSON,
1962: SELKE et aliz, 1970; JARVI et alii, 1971; WARNER et ‘alit,
1974) e refratometria (ARYA et alit, 19@9); sdo utilizados na de
terminagio do estado oxidativo de Gleos e gorduras ou produtos g

0s contém,
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Indices de estabilidade

Os métodos para determinacgdo do tempo esperado que  ©
lipidio. resista @ oxidagdo, sdo baseados em testes acelerados
usando aquecimento com ou ﬁem excesso de ar ou oxigénio, onde a
fase de iniciagdo (Periodo de Indugdo, PI) & uma medida da resisf

téncia do Sleo 3@ autoxidac@o (SCHULER, 1980),

Os principais testes rapidos sdo descritos a seguir:

Método de Schaal ou "Oven test" - As-mnostras $40 €S-

tocadas a temperaturas elevadas em recipientes abertos. A medi-
da. do grau de oxidacdio € o indice perdxido (IP), o qual .aumenta

rapidémente no final da etapa_débiniciagﬁo (SCHULER, 1980).

Método do oxigénio ativo (MOA) ou "Swift test” - Nes

te método uma corrente constante de oxigénio & passada através do
§leo quente, e¢ o indice de perdxide & medido a intervalos regula-
res, até alcancar um valor de 100 meq/kg, sendo tomado este tempo
como o periodo de indugdo do G6leo ou gordura (KING et alii, 1933;
AOCS, 1973 método CD 12-57). A Companhia EASTMAN (1974), produfg
ra de antioxidantes recomenda valores de 20 meq/kg para gorduras

animais e 70 meq/kg para Oleos vegetais,

Método de absorcgao de oxigénio - Neste método a amos-

tra & colocada num sistema fechado com uma pressio de oxigenio, o
progresso da oxidacdo & medido pelas mudangas na pressZo de oxige
nio. Diversos aparelhos tém sido usados para esta medicgao, tais

CcComo:

Aparelho de Barcroft - Warburg (NAGY et al<i, 1944) |
Fira-Astell (BERGER, 1971). '
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PAUL & ROYLANCE (1962) compararam os valcres do tempo
de indugdo determinado pelos métodos de absorgdo de oxigénio e
"SWIFT test' e ndo encontraram nenhuma correlagdo com testes orga

nolépticos ou de estocagem normal a temperatura ambiente,

Rancimat

Neste método a estabilidade de¢ dleos e gorduras & de-
terminada pela captura dos produtos volidteis da reacdo em Agua na

qual € medida a condutividade elétrica (FRANK et alZZ, 1982).

0 desenvolvimento da reac@o € acompanhado pelo aumen-
to na condutividade na &gua, que resulta num grdfico, onde pode-
-se calcular o periodo de indugdo de cada 6leo ou gordura testado,.

-

O aparelho Rancimat 617 & fabricado pela =  Metrohm,
consta de 4 sistemas principais: aquecimento, fornecimento e acon

dicionamento de ar, medicdo da condutividade e registro.

As condigoes da reacgido para'medigﬁo da  estabilidade
sdo determinadas pelos parametros: temperatura, fluxo de ar e

quantidade de amostra (FRANK et «al<i, 1982).

Inibicdo da autoxidacio

0 problema da inibigdao ou retardamento do processo de
oxidacdo de 0leos e gorduras € um dos maiores na indGstria de ali
mentos e muitos pesquisadores tém se concentrado na sua solugao

(EMANUEL & LYASKOVSKAYA, 1967).
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No diagrama seguinte estdo sumarizadas as fases de
iniciagdo e propagac¢do, indicando os principais pontos onde & pos

sivel alterar a velocidade da reacdo (SCHULER, 1980).

RH

= Energia .

«— Metails -

R + H
Inibidores I'e Eﬁ
da ROO-
reacao
RH
S
R-  + ROCH : Produtos
secundarios
Energia

A energia necessaria para a geracdo dos primeiros ra-
dicais livres pode ser fornecida na forma de luz (fotdlise), prin
cipalmente ultravioleta, com ou sem foto-sensibilizadores, calor .

(termblise) (FRANKEL, 1980) ou radiacbes ionizantes (BERK, 1976).

Portanto, a primeira medida preventiva com .qualquer
produto que contenha lipidios & a estocagem em lugares escuros e

a baixas temperaturas (SCHULER, 1980).

Metais

A autoxidagdo, também pode ser catalisada por metais

(FRANKEL, 1980} que parecem agir principalmente via decomposigio
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de hidroperoxidos, (EMANUEL § LYASKOVSKAYA, 1967) atuando como doa

dores de elétrons e produzindo radicais livres (INGOLD, 1962).

ROOH + M'2 ——~ o « M™% 4+ oH”
ROOH + M™ —« Roo-+ M™% + 1
Existe também evidéncia de que os metais podenm estar

envolvidos na formag@o de oxigénio singlet o qual poderia iniciar

a reagcdo (AURAND et alii, 1977).

Estudos da atividade catalitica de metais tém mostrado
que cobre, ferro (EVANS et aliZ, 1951), chumbo, manganés, cobalto
(ZIELS et ali<, 1945), niquel e estanho (MORRIS et alit, 1950) ace

leram a oxidac¢do de 6leos e gorduras,

Para evitar este efeito catalizador, equipamentos ou
materiais de embalagem que contenham estes elementos ndo devem ser

usados (SCHULER, 1980),

Os metais também podem ser inativados por agentes com
plexantes (quelantes) como: Acido citrico, acido tartarico ou seus
sais e esteres, dcido fosfdrico, lecitina, EDTA e aglcares. (DUT

TON et alii, 1948; SCHWAB et alii, 1953: LUNDE et alii, 1976),

Aparentemente a cat@lise por metais, ocorre na .forma
de complexos pro-oxidantes com oxigénio ou hidroperdxidos (BLACK,
1978) e estes complexos devem ser destruidos pelo calor para que

o agente quelante seja efetivo (COONEY et al<ii, 1958).

Os alimentos, também, contém substincias como clorofi
las e porfirinas que incluem metais em suas moléculas e que pos-
suem um efeito catalitico (BERK, 1976)}. Estas substancias  nem

sempre podem ser eliminadas sem descaracterizar o alimento.
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Oxigénio

A velocidade da reacdo de autoxidagio & diretamente
proporcional & pressido de oxigénio no meio, e a exclusdo do ar
(embalagem a vacuo ou em atmosfera de nitrogénio, uso de materiais
de embalagem com baixa permeabilidade ao oxigénio) & uma pratica

comum para retardar a deterioragao oxidativa (BERK, 1976).

0 oxigénio também pode seT convertido @ sua forma ina
tiva por sequestrantes (""scavengers') tais como jcido ascorbico e
seus ésteres de dcidos graxos (ascorbil palmitato ou estearato)

(SCHULER, 1980).

2 0y

ac. ascérhice

OoH
|
8 Jt C ——CH,0H

0

do. dehidroascorbico
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Inibidores de reacdo em cadeia

| A autoxidacgdo de lipidios pode ser inibida ou retarda
da pela adigdo de pequenas quantidades de substancias que se com-
binem como os radicais livres, que iniciam e propagam a reagdo, pa-’
ra formar produtos inertes (FRANKEL, 1980). Estes compostos que€

interrompem a reagao sdo chamados antioxidantes (SCHULER, 1980).

Geralmente os inibidores da reacdo em cadela junto
com 0S sequestrantes'de oxigénic séo chamados antioxidantes primd
rios (BERK, 1976), e os quelantes de metais e qualquer substdncia
com pouca ou nenhuma atividade, mas que sio capazes de aumentar a
atividade dos antioxidantes primidrios sao chamados agentes siner-

gistas (SHERWIN, 1976; SCHULER, 1980).

Sinergismo

0 termo sinergismo & definido como a atividade antio-
xidante ndo aditiva de 2 compostos presentes no mesmo substrato

(EMANUEL §& LYASKOVSKAYA, 1967).

A mais simples forma de sinergismo entre acidos e an-
tioxidantes & explicada pela atuacdo dos acidos como doadores de
protons (CALKINS, 1947), reduzindo os antioxidantes oxidados pre-

viamente e restabelecendo sua atividade (STUCKEY, 1962) .

A+ + He — A-H

AH + R* ——= A

Um outro efeito sinergista & normalmente encontrado
quando sdo usadas misturas de dois antioxidantes primirios, resul

tando numa maior atividade antioxidante que aquela mostrada pelos
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antioxidantes isolados (AHMAD at alit, 1983). Por esta razdo & co
mum o uso de misturas de antioxidantes e sinergistas nas formula-

coes antioxidantes industriais (EASTMAN, 1974).

ANTIOXIDANTES

HIGGINS & BLACK .(1944) sumarizam os requerimentos pa-
ra um antioxidante como segue: O composto deve retardar o desen-
volvimento do processo da autoxidagdo, no caso de dleos e _ gordu
ras, pelo menos por um ano a 24-279C em embalagens nao lacradas ;
deve ser sollivel no 8leo; ndo deve conferir nenhum odor,"flavour"
ou Cor ao produto; 0 aquecimentébdo material ndo pode causar ne-
nhuma mudanga'quimica; deve permanecer ativo apds o uso do  ©dleo
ou gordura; e sua produgdo em grande escala deve ser facil e bara

ta.

E evidente, que além destas caracteristicas, O COmMpoOS
to ndo pode ser tdoxico nas quantidades usadas ou combinar-se com

outros compostcs do sistema pard produzir substédncias toxicas.

A poténcia antioxidante de um grande niimero de com-
postos tem sido avaliada e estd documentada extensivamente na li-
teratura (LUNDBERG, 1901, 1962, éCOTT, 1965; EMANUEL & LYASKOVSKAYA,
1067 STUCKEY, 1972; SHERWIN, 1976). Entre estas substincias, en
contra-se compostos naturais e sintétigos, cujas caracteristicas
antioxidantes sdo devidas a presenga'de grupamentos amino e/ou fe

a6licos (STUCKEY, 1962).
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Mecanismo da ac@do antioxidante

A maioria das substdncias antioxidantes sdao compostos
que possuem um dtomo de hidrogénic ativo, cujo mecanismo poderia

-

ser;

AH + ROO- (R:) —= ROOH (RH) + A-

onde: AH = antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo.
ROO. e R- = radicais livres

A- = radical inerte.

A acdo antioxidante & devida a substituigdo de radi-
cais livres ativos (ROO-, R.) pé}‘um radical inativo (A.). O novo
radical A- & incapaz de continuar a réagﬁo em cadeia, e pode for-
mar produtos estéveis por dimerizacdo (1)} ou reagir Com um Segun-

do radical livre (2) (FRANKEL, 1980).

(1) A+ + A- —A - A S ‘Produtos

(2) A- + ROO- (R*) — ROOA (RA) inertes
No caso de compostos fendlicos, © radical fenoxi for-

mado & um hibrido de ressondncia estivel (ALTWICKER, 1967; BUCK,

1981).

0 0 0
% | I I
M
+ ROO-  —— — -
o i
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para compostos fendlicos BOOZER, HAMMOND e colaboradoe
res propuseram um outro mecanismo, no qual o édtomo de hidrogénio
nio & removido da molécula do antioxidante, sendo a primeira eta-
pa da inibigdo uma reacao reversivel de‘formagéo de um complexo
com o radical livre (ROO-, R-). Este complexo & o que reage com

um segundo radical livre.

ROO® + AH =—== [AHROO-]

[AHROO-] + ROO. ——= ROOH + ROOA

Por este mecanismo,nﬁo sio formados o0s dimeros do an-
tiocxidante (A - A) (BOOZER & HAMMOND 1954: BOOZER et alii, 1955;

HAMMOND et alii, 1955).

BROWNLIE § INGOLD (1966, 1967} propdem um mecanismo
para a acio antioxidante de aminas ( >N - Hj, similar ao mecanis-

mo dos fendis, como segue:

ROO: + SN-H —= ROOH + Z>N.

ROO. + >N+ —= produtos ndo radicais

Porém, ADAMIC et aliz (1970) explicam que o mecanismo
de aminas © mais complicado que © dos fendis pela frequente for-
macgido de radicals estaveis nitroéxido ( >NO-) entre um radical 1li-

vre (ROO«) e o radical amino ( >N:) formando.
ROO. + =N+ —= RO- # SNO-

Antioxidantes que poOSSUCh miiltiplos enlaces (Ex: qui-
nonas) peodem iniciar a autoxidacdo, associando radicais livres nes

tes miltiplos enlaces.
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ROO- (R+) + A ROOA- - (RA*)

Esta reacho di origem a radicais (ROOA-, RA:} que ndo

tém nenhuma atividade (REMBAUM § SZWARK, 1955).

Compostos fendlicos como antioxidantes

Extratos de muitas plaﬁtas tém mostrado vdrios graus
de aﬁividade antioxidante em dleos e éorduras ou alimentos que o0s
contém. Esta atividade & provavelmente devido a presenga de subs
tincias fendlicas ou polifendlicas nos extratos (BRACCO et alid,

1981),

As substdncias fendlicas sao sem diivida nenhuma oS |
compostos mais pesquisados € usados pelas suas propriedades antio
xidantes em alimentos. Na atualidade os antioxidantes mais usa-
dos na iﬁdﬁstria sio 4 compostos fendlicos sintéticos: ter-butil-
Hidroxianisol (BHA), 2,6 di-ter-butil p-cresol (BHT), propil gala
to (PG) (SHERWIN, 19765 e ter-butil hidroquinona (TBHQ)} (SHERWIN ,
1978), usados individualmente ou em misturas para uma grande va-

riedade de produtos alimentares (EASTMAN, 1974).

—C {CH3)3 (CH313C— —C(CHy)3

0CH3 CH4

BHA BHT
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OH OH
I ;
HO__ _OH _C(CH)
i : !
CO0C3H7 OH
PG TBHQ

No casc especifico do BHT, ele & reconhecido como um
potente antioxidante de baixa toxicidade ¢ com boa solubilidade em

dleo e insollivel em dgua (SHERWIN, 1976),

A legislacdo brasileira (Brasil, 1977) permite que sg¢
jam usadas como antioxidantes virias substancias fendlicas entre
elas o BHT, BHA, PG, TBHQ, NDGA (acido nor-di-hidroguaijarético) e
tocoferdis, além de outras ndo fendlicas como Acido ascorbico, aci
do fosfﬁrico, citratos, fosfolipidios, dcido citrico e resina de

guaiaco.

Qutras substincias fendlicas antioxidantes, tém encon
trado pouco ou nenhum uso em grande escala devido a problemas tec
noldgicos ou a restrigdes impostas pela legislaclo propria de ca-

da pais.

0 maior conhecimento sobre o uso dos aditivos quimi-
cos em alimentos tem aumentado o interesse na substituicdo destes
aditivos sintéticos pelos chamados aditivos naturais. (CHAN ev?

alii, 1977).

As propriedades antioxidantes de ervas e especiarias
como: canela, pimenta, cravo, pimenta do Teino, gengibre, paprica,
além de muitas outras, tém sido evidenciadas pela acgao retardado-
ra da rancidez (CHIPAULT (1957) et alii (1952, 1955, 1956}; BRAC-

CO et alii, 1981).
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No caso de antioxidantes fendlicos naturais, duas fa
milias de compostos merecem especial atengio: tocoferdis e

flavondides. -

Tocoferois

Ao todo séo conhecidoslsete tipos de tocofeféis (o, B,
., vy, £, n, 8}, que cio formas metil substituidas do tocol (KRUKO
vSKY & LOOSLY, 1952) amplamente distribuidas na natureza. A ati-
vidade vitaminica(E)é atribuida principalmente ao a-tocoferol (PARK

HURST et alii, 1968).

Os tocoferdis sdo conhecidos como antioxidantes, e
sua ordem de atividades em 5leos vegetais &: § > vy > o {SHERWIN,
1976), porém, ecsta ordem de atividade pode ser influenciada pelas

condicdes de luz e temperatura.

0 a-tocoferol pode agir como pro-oxidante em altas

concentragdes (KOSKAS et alii, 1984; BAZIN et alit, 1984) .

Flavondides

0s flavondides sdo o malor grupo de substdncias fend-
15cas e estdo amplamente distribuidos em plantas (HARBORNE et

alii, 1975; HERMANN, 1976).

0 termo flavondide ¢ usado para descrever um grupo de
pigmentos fendlicos sollveis em gua, algumas VeZCS conhecidos co
mo antoxantinas, Flavans (leucoantocianinas) ¢ catequinas assim
como outras substancias relacionadas também podem ser incluidas

nesta categoria (HARBORNE, 1959) .
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Lstas substancias podem ser extraidas da planta com
etanol 70% permanecendo na fasc aquosa apbs a extracdo com éter

de petrdleo (HARBORNE, 1973).

A caracteristica deste grupo & o esqueleto de atomos
de carbono (Cg - Cg -'C6) formado por dois anéis aromdticos uni-

dos por uma cadeia alifdtica de 3 carbonos (HARBORNE et alii, 1975).

A variagdo no estado de oxidagdo da cadeia C. determi-
na as propriedades ¢ classe de cada composto., As classes mais 1im

portantes segundo MABRY et alii (1970) s8o:

) A
5 1
. 0
Flavonas Flavanois
& . . _ | .
Il
u . ]
Isoflavonas Flavanonas

0
OH
1l
0

Dihidrofiavonois

Auronas
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OH

Catequinas ' Chalconas

Os flavondides ocorrem na natureza principalmente como
glicosidios, ©s quais por hidrblise dcida com aquecimento produzem
as fracdes aglicona ¢ carbohidrato. Os agiicares mals comuns encon
trados em combinagdo com flavondides incluem galactose, arabinose,
xilose e especialmente glicose ¢ ramnose. Estes carboidratos po
dem estar ligados em qualquer grupamento hidroxila disponivel. (BA

TE-SMITH, 1954).

Os grupamentos hidroxila sdo quase sempre encontrados

nas posigdes 5 e 7 do anel A, enquanto que 1no anel B sao comuns
grupos hidroxila ou alcooxi (OR) nas posigoes 3t e/ou 4 (IKAN,
1969).

0s flavondides estdo presentes cm todas as partes da
planta e 0S métodos de isolamento dependem do material vegetal usa
do e do tipo de composto a s€r isolado. Os solventes usados paTra
a extracgdo s@o escolhidos de acordo com a polaridade do flavondide

a ser estudado (MARKHAM, 1975).

0s solventes menos polares sdo usados para a extragao
de agliconas enquanto 0s mais polares para glicosidios e antocianl
nas. Aé agliconas polares tais como isoflavonas, flavanonas ¢ di-
hidroflavonois ou flavonas ¢ flavonois metilados sio extraidos ge-
ralmente com solventes cComo benzeno, cloroformio, éter e acetato
de etila (HENRICK & JEFFERIES, 1964, HARBORNE et aliz, 1903, "HERZ

et alii 1972).
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Uma pré-extragao com hexano ou &ter de petrdleo & fre
quentemente feita para retirar esterdis, carotendides, clorofilas,

etc (BHUTANI, 1969; CLARK-LEWIS & PORTER, 1972).

Os glicosidios e as agliconas mais polares tais como
flavonas hidroxiladas, flavonois, auronas e chalconas sdo geral-
mente isoladas do material vegetal por extragao com acctona, al-
cool, dgua ou por combinag¢des destes (BOTTOMLEY et alit, 1966 ;
DREYER § BERTELLI, 1967).

Devido a'presenga de carboidrato nos flavondides gli

cosidios os extratos de plantas sao quase sempre hidrolizados an-

tes de efetuar a andlise (HARBORNE, 1973).

Referéncias detalhadas sobre distribuigdo, separagio
e identificacdo de flavondides podem ser encontradas em HARBORNE
(1959, 1967) et alii (1975); GEISMAN, 1962: MABRY et alii, 1970

DASS § WEAVER, 1972.

Além das propriedades antioxidantes jd mencionadas, al
guns flavondides apresentan atividade farmaco-dinémica, anti-es-
pasmolitica, anti-inflamatdéria, anti-alérgica (HERRMANN, 1976} e
anti-hemolitica (NAIM et al<?, 1976) . Estas substdncias com ati-

vidade bioldgica sdo referidas como bioflavondides (HERRMANN, 1976).

Atividade antioxidante dos flavonoides

A atividade antioxidante de um grande nimero de flavo-
néides tem sido avaliada, tanto em sistemas lipidicos—aquosos (siMp
SON § URIL, 19506, KELLEY & WATTS, 1957; PRATT & WATTS, 1964; PRATT,
1965, 1972; LETAN, 1960 a,b, HAMMERSCHMIDT'G PRATT, 1978; PRATT &

RIRAC, 1979; WUITTERN et alii, 1984; PRATT & MILLER, 1984) e ndo-
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_aquosos (RICHARDSON e¢ alii, 1947; KURT & CHAN, 1951; SIMPSON g
URT, 1956; CRAWFORD et aliz, 1961; HUDSON § MAHGOUB, 1980, 1981,

HUDSON § LEWIS, 1983 a,b; DZIEDZIC § HUDSON, 1983 a,b).

A baixa solubilidade dos flavondides em lipidios E
considerada uma desvantagem se uma fase aquosa esta presente, PpoO-
rém, estes compostos solubilizados na fase aquosa oferécem uma con
sideravel protegdo ao sistema; também tem sido observado que cer-
tos flavondides tém atividade antioxidante, quando dispersos em

Sleos (PRATT § BIRAC, 1979).

“Apesar do grande'nﬁmero de dados sobre a atividade an-
‘tioxidante de flavondides, deve-se ter cuidado na comparagdo dos
“resultados, ja que os pesquisadoreé tam usado diversos métodos ae
avaliacdo, substratos ¢ concentragées (DZIEZIC & HUDSON, 1983 a).
Isto comumente leva a resultados aparentementecontraditériaﬁdbna a

poténcia de um composto.

Alguns flavondides, como quercitina (3,5,7,'3',4‘ﬂ pen
tashidroxi flavona) e fisetina (3,7, 3',4'»tetra;hidroxif flavona),
tém alta atividade em sistemas lipidicos-aquosos (PRATT § . WATTS,
1964) e ndeo-aquosos COmMO 6leo de soja ?uro-(HUDSON & MAHGOUB, 1980)

ot banha (HUDSON § LEWIS, 1983 b).

As isoflavonas daidzeina (4'-mono-hidroxi isoflavona) e
genisteina (4', 5-di—hidroxi jsoflavona) mostram alta atividade num
sistema aquoso de B—caroteno-ét. 1inoleico (PRATT & BIRAC, 1979} e
pouca ou nenhﬁma em banha (DZIEDZIC § HUDSON, 1983 a). Esta mesma
observagdo foi feita por IKEHATA et alii (1968) com a 6,7, 4'-tri-
‘hidroxi isoflavona.

Além da atividade antioxidante de flavondides, avalia-

da com o composto isolado, inimeros extratos e fracdes de extratos

que os .contém, também tém sido testados e em alguns casos coil a
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posterior separagao do composto ou compostos ativos. Com esta fina
1idade foram analizados extratos de cebola, tomaté, pimenta, aipo,
obtidos com dgua quente, hidrolizados ou nido (LEWIS § WATTS, 1958;
- PRATT & WATTS, 1964; PRATT, 1965), extratos metanBiicos de semen-
tes de algodio (WHITTERN et ali<, 1984), soja (HAMMERSCHMIDT §
PRATT, 1978; PRATT, 1972), amendoim (PRATT & MILLER, 1984).

PRATT & WATTS (1964) relatam que a hidrolise nao afeta
a atividade antioxidante dos extratos, igualmente observaram que
a potencia antioxidante de extratos das partes ndoc comestiveis e
maior que as comestiveis. Nenhuma atividade antioxidante foi eﬁcog
trada pelos mesmos autores em um extrato de batata que nao conti-

nha flavondides.

. Estrutura e atividade antioxidante de flavondides

A correlacao entre estrutura e atividade antioxidante
nio & clara devido, novamente, a diversidade de métodos € siste-
mas usados para a avaliagdo (HUDSON § LEWIS, 1983 a), porém, algu-

mas indicagOes sobre esta correlacdo podem ser consideradas.

A atividade dos flavondides & devida, aparentemente,
3 sua habilidade de atuar como inibidor de radicais 1livres e/ou
como agente complexante de metais (HUDSON & LEWIS, 1983 aj CRAW-

FORD et alii, 1961; LETAN, 1966 a,b).

HETMANN § KEIFF (1953), trabalhando com flavonas  em

linoleato de etila, encontraram que a presehnga de:
1} dupla ligagao no C2 e o grupo cetonico no C4;
2) grupamento hidroxila (OH) no C3 e

3) grupos orto hidroxila no anel B, estao correlacio-

nados com alta atividade antioxidante.
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CRAWFORD et alii (1961) minimizaram a importancia da
dupla ligacgdo (C2Z) e do grupo hidroxila (C3) quando do uso de ba-
nha como substrato. LEA (1962) concorda com a importdncia da du
pla ligacgao (C2) e o 3~-0H, jé que a hidrogenagdo (C2) e metilag@o

(3-0H) reduzem a atividade,

PRATT & WATTS (1964) em um sistema aquoso banha-8-ca-
roteno, encontraram que a orto hidroxilacdo do anel B aumenta a
capacidade antioxidante, enquanto a dupla ligacdo (C2), a meta hi
droxilacdo no anel A (C5,7) ¢ a glicoliéagﬁo do 3-0H ndo alteram

a atividade.

DZIEDZIC § HUDSON (1983 a) expliﬁaram que na inibigao
dos radicais livres por flavonas ou isoflavonas & condicdo minima
a presenga do grupamento hidroxila na posigdo 4' no anel B, ja
que sb desta forma o radical livre pode ser.estabilizado poT Tes-

sonancia.

o
Flavona
0 0
]
'g o
+ R

1soflavona
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As chalconas (3,4 hidroxi chalconas) sdo melhores an-
tioxidantes que suas correspondentes flavanonas, porque podem for-
mar arranjos mais espalhados dos radicais livres estabilizados por

ressonancia (DZIEDZIC § HUDSON, 1983 b).

LETAN (1966 a) encontrou que a metilacdo das hidroxi-
las 3 ou 5, ou 3 ¢ 7, ou 5 e 7, reduz a atividade da quercitina em
estercs metilicos de dcidos graxos, igualmente acontecendo com &

metilacdo das hidroxilas 3' e/ou 4' do anel B, mas em maior grau.

Com respeito a atividade quelante dos flavondides, LE-
TAN (1966 b) reporta que & substitui¢do das hidroxilas 3-OH e/ou
5-0H 4 diminuem, e que os grupamentos orto hidroxila do anel B tém
pouca atividade, isto em estudos de oxidagdo de um sistema aquoso

de #c. ascorbico contendo Ions cobre (Cu++).

DETTY et al<i (1955) explica que a atividade quelanté
de flavonas depende do pH, e que sdo possiveis %3 sistemas de quela

¢do intermolecular:
1) entre a hidroxila C5 e 0 grupo cetdnico (C4)
2) entre a hidroxila 3 e o grupo cetdnico (C4)

3) entre grupos Orto hidroxila.

HUDSON & LEWIS (1983 a) reportam que as flavonas e fla

vanonas podem formar complexos com cobre como segue:

0

I | |

3~ hidroxi flavonas §-hidroxi flavonas
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0 | /

/
|
Cu
\“Cu//
3-hidroxi flavanonas §-hidroxi flavanonas

Dos dados encontrados na literatura anteriormente men-
cionada, pode-se concluir que sdao importantes para a atividade an-

tioxidante de um flavondide a pfééenga de:
1) grupo cetdnico (4-CO}

2) grupos hidroxila miiltiplos, especialmente oS 3'-0OH

e 4'-0H (orto)

3) grupo 3-OH e/ou 5-OH.

Taninos

Estas substdncias fendlicas de peso molecular entre
500 e 3000, sdo relacionadas frequentemente junto aos flavondides

e também possuem atividade antioxidante (SPAMMUTH, 1946 ; BERK, 1976).
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MATERIAIS E METODOS

Para tornar a exposigio do trabalho mais coerente, foil

estabelecido o seguinte roteiro para o desenvolvimento da pesquisa

o qual consta de 5 etapas basicas, cada uma com seu objetivo espeé-

cifico:

la, Etapa:

2a, Etapa:

3a. Etapa:

4a, Etapa:

5a, Etapa:

Com o objet

Selecgdo dos extratos .com maior atividade an

tioxidante em um sistema modelo aquoso.

Confirmacdo da atividade antioxidante dos

extratos selecionados num sistema lipidico.

Isolamento e purificacgdo de compostos pre-

sentes nos extratos que apresentaram maior
atividade antioxidante nos dois silstemas ci

tados.

Jdentificacdo dos compostos isolados e puri

ficados.

Determinacgdo da atividade antioxidante dos

compostos isolados.

ivo de fazer mais claras as informagdes re-

ferentes a este capitulo, 0s materiais usados estdo incluidos  na

descricio de cada método.
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Obtencao dos extratos

O0s extratos das plantas usadas neste trabalho aparecem
na Tabela 1 e foram fornecidos pelo Centro de Pesquisas da Rhodia

S.A.; sendo preparados segundo o esquema estabelecido na Figura 1.

Selecdo (la. Etapa)

A capacidade antioxidante dé 140 extratos, correspon-
dentes a 45 plantas (Tabela 1), foi testada em um sistema  modelo
de g-caroteno-&cido linoleico (Fluka 22040; Vvirtu's Ind. e Com.
Ltdé., 5P.), segundo o método descrito por HAMMERSCHMIDT & PRATT

~

(1978), modificado como se descreve a seguir:

. 0,5 ml de uma solugdo de p-carotenoc em cloroformio (0,2
mg/mL) sdo colocados num baldo soxhlet de 100 mL, contendo
20 mg de acido linoleico e 200 mg de tween 40 (monopalmita-

to de sorbitan etoxilado, Atlas Indidstrias Quimicas).

. 0 cloroformio € removido por evaporagao, usando uma bomba

de vacuo (Ind. Mec. Primar Mod. 151) .

_ Adiciona-se a seguir, Z mg do extrato liofilizado e 50 mL
de agua destilada, para formar uma emulsao, pela agitacgao
por 30 segundos num homogenizador Ultraturrax (Janke § Kun-

kel, Ika Werk).

. Uma aliquoté (10 mL aprox.) e colocada numa cubeta (19 X
105 mm Coleman n¢® 6-326) e mantida a 50°C em banho-maria

{Grant Mod. 55-40), com agitagao ClOO osc./min).
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. As leituras foram tomadas a cada 15 min num espectrofotome
tro (Coleman 295 E) a 470 nm, por um tempo de 105 min (- 1h

45 min).

. Simultaneamente com a emulsdo contendo o extrato, sdao tam-
bém corridos um branco (transmitdncia = 100), contendo to-
dos os reagentes menos g-caroteno € um padrao (testemunha)

contendo todos os reagentes menos o extrato da planta.

Critério de selecédo

'A oxidagao do sistema e—caroteno—écido linoleico se
revela no desaparecimento.da cor amarela da emulsdo, © qual oca-
siona um aumento na transmitiancia da mesma. Portanto, a adigéo-
de subst@ncias ao sistema que possuam‘propriedades antioxidantes

fard com que este aumento seja minimo no decorrer do teste.

Experiéncias com substancias com conhecido poder an-
tioxidante (ver Tabela i_Resultados) mostraram que nas condigoes
do teste, um incremento na transmité@ncia (A%T) de valores menores
que 5% seria um bom indicador da capacidade antioxidante. Este
critério de aumentos Menores de 5% foi usado para a escolha  dos

extratos a Serem analisados na etapa seguinte.

Confirmagdo (Z2a. Etapa)

A capacidade antioxidante dos extratos selecionados na pri-
meira etapa*ﬁ42_extratos) foi testada agora, num sistema lipidico
(6leo refinado de soja, Marca Nosso fornecido pela Crovel S.A.) da

seguinte maneira:
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Num tubo de reacgdo do Rancimat 617 (Methrom) foram coloca-
dos: 50 mg do extrato dlSSOlVldoq em 2 mL de agud destila-

da, adicionando 200 mg de tween 40 ¢ 5 g de dleo de soja.

. No caso de extratos soliiveis em solugdo alcodlica, a agua

foi substituida por 4 mL de dlcool etilico a 50% v/v.

0 tubo foi mantido no aparelho Rancimat por 3 hs a  110°C

com um fluxo de ar de 20 L/min.

. Apds este periodo, © dleo foi transferido e pesado num  er
jenmeyer de 125 mbL e determinado seu indice de perdxido

(1) segundo o método oficial Cd 8-53 da AOCS (1973).

Em cada corrida (4 extratos), foi feita tambénm a determina
cgdo de um branco (dleo puro) e de 5 mg de BHT (2-6-di- ter
putil p-cresol, Fluka 34750), para comparagdo do desempe-

nho antioxidante dos extratos.

Critério de escolha na confirmagio

0 BHT & reconhecido como um bom antioxidante ¢ usado
amplamente na jndiistria de 0leos comestiveis (SHERWIN, 1976) . Assim,
o desempenho dos extratos como antioxidantes foi comparado com O
desta substancia, Para isto foi estabelecido © parametro "ALPM
que & 4 diferenca entre o IP de 5 mg de BHT e o IP de 50 mg do eXx
trato, onde valores positivos indicam maior poder antioxidante do
extrato que o BHT e negativos MENOT poténcia. A quantidade de
extrato usada (50 mg) foi definida com base na hipdtese de que ©
componente antioxidante mais atxvo encontra-se numa proporgao ma-
xima de 10% no extrato (5 mg). Desta forma os dados obtidos nes-

ta etapaupodem ger comparados com O RHT (5 mg).
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Isolamento e Purificacgio (ﬁa; Etapa)

Nesta 3a. Etapa podef~se~ia trabalhar com 9 extratos
correspoﬁdentes a 7 plantas qué mostraram alta atividade antioxi-
dante nos dois sistemas porém a excecao da cromatografia em cama-
da delgada ("screening"), que foi feita com 8 extratos, a analise
foi concentrada sobre os extratos de: Cochlospermum insigne (G,
raii);-SoZanum viarum (A, folhas e galhos); Piptadenia macrocarpd
(B, folhas) e Mikantia smilacina (A, folhas). Isto porque o tTempo
e recursos necessirios a analise dos 9-extratos seriam muito gran-
des, alénm de que os 4 extratos referidos apresentaram maiores faci

lidades na andlise com 0S métodos usados neste trabalho.

A separagdo destes extratos foi tentada a partir do
extrato ou SEus derivados: hidrolizado, metilado ou acetilado;'

prepafados de acordo com as Figuras 3,'§ e 4.

As t8cnicas empregadas nesta etapa sao descritas a se-

guir:

 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Esta tEcnica foi.usada para um mgereening' rapido das
caracteristicas cromatograficas dos extratos originais e seus deri
~vados em vArios sistemas de soiventes, assim.como na monitoragem
para testar a pureza dos compostos isolados com outras técnicas Cro-
matograficas. Flayondides puros COmo padrbes (ver Tabela 4 resul-

tados) foram cromatografadas junto aos extratos ou suas fracgoes.

Foram usadas placas de vidro-(ZO x 20: 10 x 20 cm) im-

pregnadas cCom ¢ilica gel (Kiesegel 60 GF,cys Merck, 11678) de



1.0 g EXTRATO + 25 mlL HCLIN

45 min. X 1006°C

FILTRAR

L

RESTDUO

lSOLung

EXTRACAO COM
ACETATO DE ETILA
(3 x 50 mL)

FASE 'ORGRNICA

SECAR COM NaS50,

pti §

EVAPORAR O SOLVENTE

PESAR

FRACAO HIDROLIZADA
(RCIDA) |

FIGURA 2 - Diagr

FASE AQUOSA (ACIDA)

ama da hidrolise dos extratos

(HUDSON & MAHGOUD, 1980).



1.0 g EXTRATO + 15 ml NaOH 1IN
+ 4 mL SULFATO DE METILA

REFLUXAR, B.M.*60°C x 24 hs.

ADICIONAR 100 mL Hy0

EXTRAIR COM CLOROFORMIO
3 x 50 mL
FASE AQUOSA FASE ORGANICA
SECAR COM NaS04
B.M. = Banho-maria. EVAPORAR O SOLVENTE
PESAR

FRACKO METILADA

FIGURA 3 - 4D:i.ag'rama da metilagao dos extratos.
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10 g BXTRATO + 5 mL
PIRIDINA: ANIDRIDO ACETICO (1:1)

REPOUSAR (18 hs x 40¢C)

ADICIONAR 100 mL H,0

CLOROECORMIO (3 x 50 mlL)

EXTRAIR COM

. FASE AQUOSA

FASE ORGANICA

FIGURA §_4 Diagrama da acetilacdo d

LAVAR COM HC1 IN

ATE ELIMINAGKO DA
PIRIDINA

SECAR COM NaZSO4

EVAPORAR O SOLVENTE

L_ PESAR

FRACKO ACETILADA

os extratos.
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0,25 mm de espessurd, preparadas 7o 1aboratdrio com equipamento De

saga e ativadas a 100°C por 30 min..

Além do uso de placas de silica, em alguns Cds05 foram
utilizadas placés de celulose (DC-Alufolien FZSA) de 20 x 20 cmcon
0,1 mm de espessura ¢ placas-de_poliamida 6 DF,¢y (Riedel §& Hden)
de 10 x 20 cm com 0,25 de expessurad preparadas segundo a técnica

descrita por RANDERATH (1963).

A revelagdo foil feita de acordo com a necessidade de

cada teste com:

a) Luz Ultravioleta 254 nm e 366 nm numa cabine Hanau-

-Fluotest.
b) Solugao HZSOQ/MeOH (1:1), com aqugcimento a 100°C x10 min.

¢} Solugao de DPPH (Difenil picril hidrazil; Fluka

43180) em butanol (GLAVIND & HOLMER, 1967) para tes-
‘tar provavel atividade antioxidante das fragoes.

d) Solucao de g-caroteno em clorofdrmio (PHILIP, 1974)

e) Solugdo de cloreto férrico (FeClz) (STAHL, 1969) Re

yelador n® 102.

cromatografia em camada Delgada preparativa (CCD-prep)

Foram usadas placas de 20 x 20 cm com 1 mm de espessi-
ra impregnadas com silica gel 60 TF;5y (Merck, 7747) preparadas
n0'1aborat6rio, utilizando como eluente diversos sistemas de sol-

vente e eluidas 2 ou 3 vezes segundo a necessidade.



omatografia em papel (CP)

Cr

Usou-5¢ O procedimento descrito poT MABRY et alit (1970)

especial pard flavondides, com papel Whatman n® 1.

cromatografia em coluna (CC)

Foram usadas colunas de vidro (4,1 X 20; 2,4 X 20. 1,4
x 20 cm): com valvula de teflon empacotadas com as seguintes fa-

ses estaciondrias:
’Silica gel (Kiesegel.ﬁﬂ; Merck 7734);
Celulose microcrist;iina (Avicel PH 101; Fluka 11365);
Poliamida 6D (Riedel § Hden 33590) ;
Amberlite ¥AD-2 (Fluka 06433);

Sephadex LH-20 lipofilico 25-100 sm (Sigma).

Quando usou-se silica gel, © empacotamento, a aplica-
gao da amostra, &S quantidades de amostra ¢ adsorvente, O volume
das fragGes foram feitos segundo O método de TABER (1982), sendo
a esﬁolha do sistema de solventés de acordo com as caracteristicas
cromatograficas da amostra, obtendo-se,geralmente 30 fragoes, 5

de cada sistema de solventes.

As colunas de poliamida foram eluidas usando O gra-

diente de solventes descrito poY MARKHAM & MABRY (1968).

Para separagbes com colunas de poliamida @ sephade:
LH-20 sucessivas OU para sephadeX LH-20 isolada, foi usado © mét

do de THOMPSON et alif (1972) .
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As colunas de celulose foram eluldas com acetato de
etila: metanol nas seguintes proporgoes (100:0; 98:2; 05:5; 90:10;

75:25; 50:50).

A cromatografia com amberlite XAD-2 foi empregada em
fase reversé usando como eluente agua e solugoes de acetonitrila
(1, 2, 5, 10, 20 e 50% de acetonitrila} ou en fase normal com solu
¢des aquosas de etanol (100, 90, 80, 70, 50, 30, 10% de etanol),

obhtendo-se 5 fragoes de cada sistema de solventes em ambos Casos.

Em experiéncias em que fragoes pequenas (10 mL) e mnu-

merosas (>30) foram coletadas usou-se€ um Coletor de fragdes linear

(Buchler LC-200).

As fragbes obtidas por este método (CC) foram concen-
tradas num evaporador rotativo (Buchi R110) e monitoradas por CCD.
As fragdes que continham dgua como solvente (colunas de poliamida
o amberlite XAD-2) foram liofilizadas (Liofilizadoy VIRTIS MOD 10-

146 MRE) ¢ posteriormente monitoradas por CCD.

 Cromatoerafia liquida de alta eficiencia -

preparativa (CLAE-prep)

0 equipamento usado foi um sistema Waters Prep-LC/500,
com cartuchos de sTlica gel Pre-pak 500. (5,7 x 30 cm}, com pressao

de 7 kgf e detetor de fndice de refragdo.

ngmatografia gasosa (CG)

0 equipamento foi wutilizado nas seguintes condigoes:
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Cromatdgrafo: HP-5985B (sistema acoplado CG-EM).
Coluna: SE-30, 5%, 1,0 m,

Gds de arrastre: hélio.

Fluxo de gis: 40 mL/min.

Temperatura do injetor: 250¢C.

Temperatura inicial da coluna: 100°C.

Programagdo de temperatura; 5eC/min. até 200°C.

Identificacio (4a. Etapa)

-

para a obtencgdo de dados que permitissem a identifica
¢io dos compostos presentes nos extratos foram usadas as seguin-

tes técnicas e equipamentos:

.Espectroscopia no Ultravioleta (UV)

0 procedimento descrito por MABRY et alii (1970) para
flavondides, foi usado para @ deﬁerminagao dos espectros de absoX
cdo ultravioleta, procedimento esse que inclui 6 espectros, sendo
um em ﬁetanol e 5 obtidos pela adig@o de reagenies 3 solugdo meta

ndlica (NaOMe; AlClz: AlClS/HC1; NaOAc; NaOAc/HSBOB).

0s espectros foram obtidos num'espectrofotametro Per-
kin-Elmer modelo Lambda-3 com registrador perkin-Elmer modelo 561,

usando cubetas de quartzo de 1 cm. (Perkin-Elmer 079392).
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Espectroscopia no infravermelho (IR)

Os espectros infravermelhos dos compostos em pastilha
de KBr, foram feitos usando um espectrofotdometro infravermelho. Per

¥in-Elmer 267.

Espectroscopid de Ressonancia Magnética Nuclear de

protons (RMN'H)

0s espectros RMN'H foram obtidos dos compostos dissol

vidos diretamente €m deutero-metanol ou do seu derivado trimetilQ

silil-eteY (TMS-eter) em tetracloreto de éarbono (CC14), prepara-

dos segundo MABRY et alit (1965) e com padrdo interno de tetrame-
tilsilano.

0 aparelho usado fol um Espectrametro-de Ressonédncia

magnética Varian XL-100.

Espectrometria de Massa (EM)

Usou-se um espectrometro de massa HP-5985B, nas  Se-
guintes condigbes:

Féixa de massa: 10 - 600 uma

Alp : 3

Threshold : S

Temperatura da fonte: 200°C

Voltagem do detetor: 2200v

Energia eletronica: 70 ev
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0s espectros de massa foram obtidos pela introdugao di

reta da amostra ou pelo acoplamento de espectrometro a um cromatd-

grafo de géas (vide CGJ.

ponto de fusdo (PF)

Os pontos de fuséo foram determinados usando um apare

1ho Fisher-Johns (+ 300°C).

Rotacdo dptica

A rotagdo Optica [a]%o do composto dissolvido em me-

tanol, foi determinado num polarimetro Karl Zeiss (373147), usan-

do uma célula de 1 dm.

Teste de Fendis

e compostos fendlicos  foi

para detectar a presenca d
(PeClg) e fer-

tivo com tricloreto de ferro

usado o método qualita
segundo PRICE & BUTLER (1977).

ricianeto de potassio (K Fe (CN) ¢ s

peterminagdo do contelido de taninos

para medigdo do teor de taninos nos extratos com maior
atividade antioxidante, foi usado © ensaio com vanilina, segundo

PRICE et aliz (1978).



Determinacio da atividade antioxidante

" dos compostos isolados (5a. Etapa)

A atividade antioxidante dos compostos ou fracoes iso-

ladas dos extratos, foi testada num sistema lipidico (dleo de so-
ja), como descrito anteriormente na etapa de confirmacao (Za. eta-

o 5mg ab g de 5leo e comparando OS resultados com

pal, adicionand

5 mg de BHT (0,1%) .
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Selecdo (la. Etapa)

Na série de grificos correspondentes a Figura 5 mos-
tra-se o desempenho dos 140 extratos testados no sistema aquoso
de p-caroteno-dcido linoleico, em cada grifico estdo representados
os extratos correspondentes a uma planta ou parte da planta usada

na elaborachdo dos mesmos (vide Figura.l).

Como a oxidagdo do sistema g-caroteno-acido linoleico
ocasiona um aumento na transmitancia da emulsdo, o extrato tera
um comportamento antioxidante se no decorrer do teste as mudancas

nos valores de transmitancia forem minimas ou nulas.

A atividade antioxidante do extrato neste sistema es-
td representada pela inclinacdo da curva, sendo que quanto menor
for a inclinagao, maior serd a poténcia antioxidante do ex-

trato.

Em geral, nos extratos com poucd atividade antioxidan-
te observa-se que o valor da rransmitancia aumenta rapidamente no
inicio do teste seguido de uma estabilizagdo ou diminuigdo da ta-
xa de aumento no final da avaliacgdo. (Ex: extratos A graficos 3,
4,7). Este comportamento indica que provavelmente no COmMecO do
teste houve uma oxidacdo rdpida com um grande consumo de oxigénio
e na etapa final a estabilizacdo se deve, ndo a que © extrato es-
teja protegendo O sistema, mas sim a que & concentracdo do oxigé-

nio & mais baixa e a taxa de oxidagdo se reduz.

Alguns extratos apresentaram incrementos constantes ao

longo do teste, porém menores que no caso anterior, indicam tam-
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bém pouca atividade antioxidante, por. exemplo, graficos 10, extra

to B do grafico 16 e extrato A do grafico 30.

Nenhum dos extratos apresentou alta protegdo inicial,

seguida de um aumento sensivel na taxa de oxidacgdo.

Das observagdes dos graficos acima citados, acredité—
-se que o tempo do teste para avaliar a capacidade antioxidante
dos extratos € muito longo e poderia ser encurtado para 60  min.
sem perigo de uma avaliacgfio incorreta, € sem alterar © critério

de selecdo usado neste caso (a%T) .

Comparando o desempenho de extratos obtidos da mesma
planté, porém de partes diferentes, observa-se¢ que extratos A de
folhas de Stryphnodendron barbatiman (graficos 1 e 2) e Fogara
rhoifolia (24 € 25j t+ém menor atividade que 0S5 de cascas, enguan-
to que em Piptadenia macrocarpad (graficos 3 e 5) tem atividade si
milar, porém todos estes extratos (Polhas e casca) mostram curvas
com inclinacao acentuada, sendo pouco ativos, com excegao do ex-

trato de casca de gtryphnodendron.

Os extratos B destas mesmas plantas em folhas e casca
apresentam inclinagdo menor, cendo mais ativos, mas sScm diferen-
cas entre eles, O MESMO ocorrendo em extratos de Pterodon pubescens
(craficos 7 e 8). 'Extratos C, DeE de casca € folhas de Pipta -

denia macrocarpa (Graficos 3, 5) mostram atividades similares.

Extratos (A,B,C,D,E) de casca, raiz e folhas de Pipta
denia macrocarpa (Graficos 3, 4 e 5) apresentam igual comportamen

to.

Salvo poucas excegoes (Graficos 20, 32, 36 ¢ 46)  o0s

extratos A tém menor atividade que ©S B na mesma planta.




Y

e - . .
A anilise dos gréficos com respeito aocs outros tipos
de extrato {B,C,E) na mesma planta, nio proporciona nenhuma ten-

déncia'geral,'dependendo inteiramente da planta usada.

O0s extratos D, excetuando os de Piptocarpha macropoda
e Casedria sylvestris (Graficos 14 e 25), mostram curvas simila-

res aos extratos A, oferecendo pouca protecao ao sistema.

Plantas do mesmo geénero mostraram atividade diferente,
por exemplo mo género Datura extratos B (Graficos 34, 35 e 36)
tem atividade similar, por&m extratos A de D. metel e D. candida
tiveram baixa atividade equanto em D. cariolusis a capacidade an-

tioxidante fol alta.

Pelas observagoes doéxgréficos parece que a atividade
antioxidante, depende principalmente da forma como foram elabora-
dos os extratos, € em menor grau da parte da planta utilizada, 1s
to pode ser devido a que a forma de preparagao separa compostos
_similaresnem cada extrato, com provavel concentracao de substan-
cias ativas.

Na Tabela 2 & mostrado o indice antioxidante 45T,
escolhido para avaliagao dos extratos, segundo © critério descri-
to no capitulo de Materiais e Métodos (la. etapa-Selegao). Por
este critério foram selecionados nesta etapa 42 eXxtratos, que
apresentaram indices A%T menor ou igual a 5.

Pof observacgao das testemunhas, ocorridas junto aos
extratos, pode se generalizar, que indices A%T & 5 significa alta
potencia antioxidante, valores entye 10 e 15 indicam pouca ou ne-
nhuma atividade antioxidante, enquanto indices superiores a 15
‘mostram atividade pro-oxidante.

Na Tabela 3, elaborada a—partirldos dados da tabela
anterior (Tabela 2), mostra-se O comportamento dos extratos, Se-

gundo o modo como cles sio obtides (Figura 1 Materiails eMétodos).
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TABELA 2 - Teste de capacidade antioxidante dos extratos no siste

ma modelo de g-caroteno-Ac, linoleico (12 Etapa-Selecio)

ol PWANTA . JPARTE USADA . EXTRATO &T* -
Stryphnodendron barbatiman (1) Folhas A 9
B 5
- C
D 15
E 2
(2) Casca A 5
_ B 4
Piptadenia macrocarpa (3) Casca A 19
B 3
C 3.5
D 8
E
(4) Raiz A 18
| B 2
C 3
(5) Folhas A - 15
B .
C
D
E.
Pterodon pubescens (6) Raiz A 22
‘ B 9
(7) Folhas A 20
B 7,5
(8) Cascas B 0
C .6
D. 13
E 3
Centrolobiun tomentosum {9) Casca A 20
| | B 8
Indigofera trusillensts (10) Planta inteira A 9
B 9
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TABELA 2 - Teste de capacidade antioxidante ... (continuagdo)

___________ 131_%@&_“...__.._.._.___.__“___,}_’élﬁﬁ_.@.s_é]}%_.__,_,H..._..F._?X_f.'f.}.i‘}T_Qmiﬁ”.’ﬂ:T_"i_,___
- Hymenaea courbaril (11) Frutos A 16
B 7
C 7
D 16
, E 22
Cassia chrysocarpa : (12) Raiz A 4
Vanillosmopsis erythropappa (13) Madeira A 19
| B 8
C 5
E 13
Piptocarpha macropoda (14) Casca A 7
B 5
C 8,5
A D 2
Mikania smilacina (15) Folhas A
Vernonia diffusa ' . (16) Folhas e galhos A 12
' B 6
C
D 15
E 22
Ambrosia artenisaefolia | (17) Planta inteira B 12
Senecio teoglossus ‘ (18) Planta inteira A 15.5
, | B 8,5
Baccharis trimera : (19) Planta inteira A 20
B 8
c 7
D 7
E 8
Baccharis dracunculifolia (20) Planta inteira ' A 8
" B 11
Byrsonima vartabilis : (21) Folhas e galhos A 10
B 4
C 1
D 8
E 0



TABELA 2 - Teste de capacidade antioxidante ... (continuagdo)

__________________ E&%‘?If}_,.____.___,.__..__ﬂ_E&I}E%_‘E.S.f}.’Qé\...__._._u_____._f?_{f.f,li%?‘},..é‘i’.?i_
Banisteria argyrophylla . (22) Raiz A 19
' B 13
C 6
, D 13
Casearia sylvesiris (23) Folhas A 15
' B 5
C 4
D 4
E 6
Fogara rhoifolia (24) Folhas A 14
B 4
C 18
(25) Cascas A 9
B 8
Cochlospermun insigne (26) Raiz A 14
B
. C
Aspidosperma nemorale (27) Cascas A 10
B 2
C 10
Peschiera montana (28) Cascas A 15
' B 10
Coleus barbatus _ - {29) Folhas A 13
B 10
C g.
E 11
Cecropia peltata (30) Folhas A 24
B 10
Solanwn variabile (31) Planta inteira A 8
B 5
Solanum viarym (32) Folhas e galhos A 4.5
B 8.5
Datura suaveolens (33) Casca, folbas e A 22.5
sementes B 18
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TABELA 2 - Teste de capacidade antioxidante (continuagéo)
~~~~~~~~~~~~~~~~~~ PLANIA ____ PARTEUSADA _ EXIRATO ASTC
Datura candida .(34) Folhas A 12,5

B 11

Datura metel (35) Folhas A 16

B 10

Datura cartolusis — (36) Folhas A 5

| B 11

Aloe vera {37) Folhas A 29

B 15

Bquisetum martit : (38) Planta inteira A 12

B 7

Psychotria pallens (39) Folhas A 22
Petiveria te_tmnda (40) Planta inteira A 13.5
B 6.5

Gallesia gorarema " (41) Cascas A 14

' B 9

7illandsia usneoides : (42) Planta inteira A 14

. B 12

- Luchea grandiflora ‘ (43) Folhas A 20

B 7

Triumfetta bartramia (44) Planta inteira A 13

B 7

C 4

D 6

E 4

Cupania Sp. (45) Folhas € galhos A 17
B 2,5

Mirabilis Jalapa (46) Planta inteira A 1

B 3
Argemone mexteand (47) Planta inteira A 14,5
| B 11,5

. [ithraea molleoides (48) Folhas e frutos A 15

B 3

Callophyllum brasiliensis (49) Folhas e galhos A 14

B 3
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TABELA 2 - Teste de capacidade antioxidante ... (continuag&o)

T PLANTA PARTE USADA EXIRATO _ a%17
Sapium biglandulosum (50) Folhas A

B 2
Johannesia princeps (51) Sementes A 19

B 5

*A¢T = transmitdncia no tempo 105 min - transmitancia no tempo 0 min.
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A partir dos dados desta tabela, pode-se observar que.
os extratos mals ativos neste sistema sdo os C, seguidos dos E e
B, enquanto 05 extratos A sdo os que mostrarai poder antioxidan-

te, com mMEnoY frequencia.

Na tabela 4 mostra-se O indice A%T de algumas substan
cias fendlicas, muitas das quais com reconhecido poder antioxidan
te. Observa-se que exceto a naringina e © 4dcido ferfilico, todas
as substdncias testgdas mostram indices (A%T) menores que 5 neste

sistema, sendo as mais ativas: quercitina, morina e esculetina.

A atividade antioxidante de algumas destas substan
cias previamente pesquisadas neste cistema (g-caroteno-ac. lino-

leico) € equivalente % encontrada neste trabalho.

PRATT § BIRAC (1979) reportam que 2 quercitina, &cido
cafeico e 4c. clorogénico possucm uma alta atividade antioxidante,
enquanto que O dcido ferflico mostrouluma baixa atividade, um pou
co maior ‘@ observada. WHITTERN et alit (1984} citaram que a ruti
na possue uma menor atividade que a guercitina, usando um sistema
de B-caroteno-banha adicionada de uma solugdo aquosa do flavonoi-
de. PRATT & WATTS (1964) mostram quc & catequina tem menor ativi
dade que a quercitina, enquanto que a miricetina tem uma ativida-
de maior.‘ PRATT (1965) reporta que nuil sistema de carne com solu
¢do aquosa do filavondide, a quercitina tem melhor poder antioxi-
dante que a miricetina, e que o acido clorogénico nao tem ativida
de antioxidante, Neste mMeSmoO artigo & relatado um fato interessan
te: o acido cafeico tem uma alta atividade antioxidante, mas esta
depende da fonte e da forma de obtengdo, por exemplo: o &cido ca-
feico, obtido poT cromatografia em papel, de um extrato de pele
de batatas, tem maloT atividade do que quando obtido de sementes
de pimenta, enguanto que © fcido cafeico grau quimico & melhor an

rioxidante que 05 outros dois no mesmo sistema.
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TABELA 4 - Teste de capacidade antioxidante de algumas substancias

fendlicas (¥) no sist

noleico.

ema modelo de sucarotenouécido 1i-

Substdncia** .. AST _ Marca

._—-.-..-........_-._..u-_——-..._;.-..-u...

BHA

Ascorbil palmitato (AP)

Propil galato (PG)
Kcido gdlico

Acido tanico

Acido cafeico
Acido hidrocafeico
Acido ferﬁlico 

Quercitina
Rutina
Miricetina
Apigenina
Naringina
Morina
Esculetina
Catequina

Testemunha

....-....‘......._.-m__--u..._--...._.,..u-...—»_-._._...,_....._-._u..

4 Filuka

3 1]

3 - Roche

3 Flﬁka

5 Carlo Erba

4 Merck

3 Fluka

3 Fiuka

14,5 A1

1 Merck (3,3',4'.,5,7-
pmﬁﬂ~hidroxif1avona)

4,5 . Fluka (quercitin 3-
yutinosido)

3 Fluka (3,3'.,4'.5,5,
74wxa~hidroxi£1avon@

3 " " (4',5,7—triﬁhi
droxi flavona)

9 Fluka (naringenin 7~
rhamosido)

1 Merck (2',3,4',5,7 -
pmﬁﬂwhidroxiflaVOna)

1 Fluka (Q%dj»hidroxi
coumarina)

4 Fluka (3,3',4',5.7 -

pent&whidroxi flavol)

15 ' -

(*) 0 ascorbil palmitato (AP) embora n

do seja um composto fendlico foi inclui-

do devido a sua reconhecida agado antioxidante.

(*) 2 mg em 2 ml de metanol adicionados a 50 mlb de agua,



Além desses sistemas aquosos, outros tem sido usa
dos para avaliar a poténcia antioxidante de flavondides e extratos
de plantas (NAIM et alid 1976 GYORGY et alit 1964 LETAN, 1966 b.),
mas os resultados néo podem seT comparados pela dependéncia direta
entre atividade antioxidante e os sistemas ¢ métodos usados na

‘avaliacdo. (DZIEDZIC & HUDSON, 1983a; HUDSON & LEWIS 1983a).

Confirmacdo (Z2a. Etapa)

A Tabela § mostra.os.resu1tad0s do indice de perdxido
(IP) de dleo de soja, quando adicionou-se cada um dos 42 extratos
selecionados ¢ BHT, obtendo-se o ‘indice alP, como indicador da ativi-

dade antioxidante.

valores AIP maiores que 0, indicam poténcia antioxidan
te maior que o BHT, sempre jevando-se em conta, que foram adicio-
nados 50>mg do extrato, em comparagédo COm 5 mg de BHT. Em geral,
valores AIP entre O e -20, significam nédia e baixa capacidade an-
rioxidante, e valores Menores de -20 mostram extratos agindo como

pro-oxidantes neste sistema lipidico.

Observa—ée que nado existe nenhuma correlagdo entre 05
Tndices A%T da la. etapa © ALP ﬁesta etapa, portanto, & atividade
antioxidante dos extratos no sistemalipidico pérec:e ser independente da ca
pacidade mostrada no sistema aquoso de g-caroteno-acido linoleico,
Este fato de diferente capacidade antioxidante para a mesma subs-
taincia ou extrato em sistemas diferentes, ja foi comentada nos re-
sultados da primeira etapd (Selegdo) . porém, a validade do teste
no sistema modelo nao & discutida, jd que 1O presente caso propor-
ciona uma maneira rTépida € f5cil de selecionar os extratos que ti-

nham maiores atividades antioxidantes.
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Na Tabela 6 mostra-se O comportamento dos extratos no
sistema liéidiCo, de acordo com sua forma de preparagao (Figu~
Ta l},rnotando—se que a malor frequéncia antioxidante foil obtida
com os extratos A, dado esse inverso ao ohtido no teste no siste-
ma modelo g-caroteno-acido 1inoleico. Fazendo um TesSUumo da ativi-
dade nos 2 sistemas, segundo as Tabelas 3 e 6, podemos dizer que
os. extratos A tem alta atividade no sistema 1ipfdico ¢ baixa nO
sistema aquéso; os extratos D mostram pouca atividade mos dois sis
temas; os extratos B, C e E, atividade media e alta nos dois sistemas.

Os extrafos, segundo sua polaridade, podem ser ordena
dos como segue: A > B > E > C > D.

Como se observa, @ dificil de estabelecer alguma rela
gao entre polaridade e atividadé:antioxidante, levando em conta
que o.poder antioxidante & o resultante de muitas propriedades do
extrato, tais CoOmoO solubilidade no sistema, presenga de compostos
com atividade sinergista, concentracgdc, temperatura otima.

SHERWIM (1978) opina que a mixima eficiéncia -de um
antioxidante &€ alcancada 5ohente se ele € completamente misturado
ou dissolvido no oleo OU'gor&uré. Em nosso caso foi notado, da-
das suas caracteristicas muito polares, que 0S5 extratos nao se sQ
lubilizavam totalmente No sistemé, mesmo sendo previamente dissol
yvidos antes da adigdo. O critério acima descrito sobre a correla-
cio entre eficiéncia antioxidante e colubilidade & contrario  as
observacoes deste trabalho, ja que os extratos A que sdo os mais
polares e portanto menos soliiveis em Oleo mostraram ser OS de me-
1hor atividade a antioxidante. A observacio & vdlida também para
os extratos D (menos polares) que nao mostraram alta atividade nes .
‘te sistema lipidico.

Na Tabela 7 mostra-se 2 capacidéde antioxidante de al
gumas substancias fendlicas, muitas das quais ja estudadas .COmO

antioxidantes.
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TABELA 7 - Teste de capacidade antioxidante de algumas substancias

fenélicas (*) em 6leo de soja 110°C x 3 hs, 20L/h ar.

__Substancias ____ IP_subst (*1)
BHT 14,4
BHA 14,4
Ascorbil palmitato (AP) 21,9
Propil galato (PG) 9,6
Acido galico 8,4
Acido ténico 18,0
Acido cafeico 13,7
ficido hidrocafeico 14,4
Rcido ferdlico 34,3
Quercitina 17,1
Rutina 35,0
Miricetina 9,3
Apigeniﬁa 31,5
Naringina 35,0
Morina 20,3
Esculetina 13,1
15,1

Catequina

m_.-.-..u...—...-ua...-._m—....-.__-m...—----.u—h_u—..a—-‘..-._...__ ki T vy ok —

32,3
32,3
30,3
37,4
36,1
36,1
33 5
30,3
36,1
33,5
37 .4
36,1
33,5
37,4

37,4

k-

(*) 0 ascorbil palmitato (AP) embora nao seja um

co foi incluido de

(**) 5 mg da substanci

a em 5 g de dleo de sojd.

composto fendli-

vido a sua reconhecida agao antioxidante.
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Neste sistema lipidico, algumas substincias (rutina, na
ringina, apigenina € ic. fertilico) tém pouca ou nenhuma atividade,
enquanto que o acido galico, miricetina e propilgalato possuen as
maiores atividades., Observa-se que algumas substancias tém alté PO
téncia nos 2 sistemdas estudados (Tabelas 4 ¢ Z) tais como: BHT, BHA,
pG, Acido- gilico, Zcido tanico, Acido cafeico, Kcido  hidrocafeico,
quercitina, miricetina, esculetina e catequina. O dcido ferulico e
a naringenina tém pouca atividade nos dois sistemas. 0 ascorbil pal
mitato, apigenina ¢€ morina tém alta atividade no sistema aquoso e
média atividade no 1ipidico. A rutina possuc alta atividade mo sis

tema aquoso € nenhuma num meio lipidico.

IKEHATA et alii (1968) encontraram que a 6,7,4"-tri~hi-
droxi isoflavona fol um potentexantioxidante em solugoes aquosas,
mas que mostrou-se inefetiﬁa em 0leo de soja, explicando que prova-
velmente deve-se @ insolubilidade do composto em dleo. pPorém, PRATT
& BIRAC (1979) indicam que certos flavonbdides possuch atividade an-
tioxidante quando Suspensos em gorduras, fato que poderia explicar
a atividade antioxidante dos extratos estudados, que mMesmo insoll-

veis protegem O bleo.

Estudando a atividade de flavondides como antioxidantes,
HUDSON &.MAHGOGB (1980) em Gleo de soja a 100°C, encontraram que ©
BHT, BHA, PG € AP. possuem jgual atividade, sendo esta maior que &
da quercitina, enquanto os acidos cafeico e ferlilico tém pouca ati-
vidade e a rutina nenhuma. Estes dados com excecgdo do ascorbil pal

mitato e acido cafeico estdo de acordo com os obtidos neste traba-
1ho.
HUDSON e colaboradores (HUDSON §& LEWIS 1983 a, b; DZIE-

NzIC & HUDSON 1983 a,b) usaram um aparelho‘Rancimat para medicao da

capacidade antioxidante de flavondides, poTrém scus resultados  ndo
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podem ser comparados com 0S obtidos neste trabalho, por teren usa
do banha a 100 e¢ 140°C como substrato, além de varios sinergistas
(fosfolipidios), j& que 8 atividade depende em algum grau da com-

posigao dos Acidos graxos do sistema (LETAN 1966 a).

Mesmo sendo 0s resultados dos 2 testes independentes,
na tabela 8 estéo relacionados os 9 extratos - que mostraran alta
atividade antioxidante nos 2 sistemas e que foram escolhidos para

tentar a separacido dos compostos neles presentes (3a. Etapa).
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TABELA 8 - Extratos que apresentaram alta atividade antioxidante

nos dois sistemas testados (la, e Za. etapas).

PLANTA

— ....-\...__-._-_-.\.....s-um-_-._..._.___.,_uu_u....—-—.,..-—-—a—_u"m._——._.--..-...—__..._._.........\_.wu_._..

Piptadenita macrocarpa
Cochlospermum insigné
Stryphnodendron barbatiman
Mikania smilacina
Piptadenia macrocarpa

Go lanum viarum

Johannesia princeps

Vernonia diffusa

‘Stryphnodendron barbatiman

o () (**)
EXTRATO PARTE £%T ALP
USADA .
B Folhas 3 23,4
C Raiz 5 20,6
A . Casca 5 18,4
A Folhas 4 17,2
C Raiz 3 15,3
A_ Folhas ¢ 4,5 14,7
' galhos
B - Sementes 5 13,0
C Folhas e 5 11,0
galhos

E Folhas 2 10,4

() 88T =% Ttempo 105min”

do linoleico,

(**) AIP = IPpyy - IPExtrato

[+

T istema -caroteno-aci-
tempo Zero (s B .

(sistema lipidico, oleo de soja) .
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Isolamento ¢ purificagdo (3a. etapa)

e

" Identificacao (4a. etapa)

Para facilitar a interpretagao dos resultados obtidos
nestas duas etapas, eles sao apresentados e discutidos ecm forma

conjunta.

Cromatografia em camada delgada (CCD-preliminar)

A cromatografia em silica gel, celulose ¢ poliamida
“ dos 8 extratos originais (o extrato C de folhas de Vernonia diffu
sq nio foi analisado por ndo se dispor de suficiente amostra) nao
forneceu uma boa separagao dos COmMpoOStos presentes, obtendo-se
quase sempre placas com miita cauda e sem nenhuma resolugao. Em
geral esmelhores resultados foram obtidos com sistemas eluentes
muito polares, tais como: clorofdrmio: acetato de etila: dc. for-
mico (5:4:1) e éter de petrdleo: benzeno: ic. acetico (3:4:3). A
separagao por CCh-preparativa com estes sistemas foi tentada, po-
rém sem resultados na identificagéo devido as dificuldades encon-
tradas.na eliminagﬁo dos acidos usados e pela grande.afinidadedos
extratoé pelo adsorvente, 0 que impédiu uma recuperagdo adequada
com metanol. MARKHAM (1975) explica que, ¢€m geral, os flavonoides
sio retidos fortemente em placas de celulose, silica ou poliamida,

requerendo solventes de alta polaridade para sua eluigao.

Nos extratos hidrolizados de Cochlospermum instgne (C),

Solanum viarum (A) e Mikania emilacina (A) foil possivel a separa-
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cao de alguns componentes mencs polares com placas de silica gel
usando misturas de hexano: acetado de etila.  Junto com a amostra
foram aplicados flavonoides puros (Tabela 4), mas nenhum deles es
tava presente no extrato; ja que mostraram Rfs e espectros UV di-
ferentes. Estes componentes mehos polares provavelmente seriam
isoflavonas, flavanonas ou di-hidroflavondis (MARHAM, 1975). GU-
GGOLZ et alii (1961) $e§araram isoflavonas com CCD em sIlica, usan

" do hexano: acetato de etila (3:1 e 1:1).

Avaliacac de Taninos

0 contetdo de tanino§ (), mostrado na Tabela 9, foi
calculado de acordo com a curva padrao de catequina (Fig. 06). Ob-
serva-se que os extratos de Mikania smilacina, Solanum viarum e
Johannesis princeps ndo contem taninos, enquanto que Cochlospermum
insigne contém pouca quantidade. Estes extratos possuem outros
fendis, ja que o teste de FeCl; + K. Fe (CN) ¢ para detectar estes
compostos & positivo, provavelmente contem compostos fenolicos mais
simples que taninos. Este resultado parece estar relacionado di-
retamente com o comportamento cromatogriafico dos extratos hidroli
zados, ja que os que possuem altas concentragoes de taninos sao

muito dificeis de trabalhar seja com silica, celulose ou poliami-

da.

0 método de avaliacgdo usado neste trabalho, quantifi-
ca os taninos condensados (BURNS, 1971), que segundo HASLAM (1966)
a sua separacdo cromatografica em papel & muito mais dificil  do

que para taninos hidrolizaveis.
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TABELA 9 - Avaliacdo do teor de taninos nos extratos selecionados

para analise,

PLANTA EXTRATO PARTE % TANINOS*
e USADA e
Johannesia princeps - - B ~ Sementes 0,0
Stryphnodendron barbatiman A lCasca 24,7

" " " | " E -Folhas 28,6

Piptadenia macrocarpa C Raiz - 20,1

" " " B Folhas 19,3

Mikanta smilacina : A‘ - Folhas 0,0

Solanum viarum A Folhas e 0,0
galhos

Coechlogpermum insigne C Raiz : 2,5

% o TANINOS = 0.42 x % CATEQUINA. (PRICE et alit, 1978).
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FIGURA 6 - Curva padrdo para o cédlculo do teor de taninos nos ex-

tratos,

Taninos = catequina x 0,42
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Cochlospermum insigne

Sobre esta espécie ndo foi encontrada nenhuma informa
gao fitoquimica no Chemical Abstracts. Porém, neste género ja fo-
ram identificados alguns flavonoides como: apigenina, naringenina,
afzelechiﬁa em C. gillivraei (COOK & KNOX, 1975); quercitina, kamp
ferol e miricetina em C. religiosum (BATE-SMITH, 1964). Além de
agucares acidos em C. gossypium (ASPINALL et al<<, 1965); carote-

néides e uma quinona em C. angolense (NOGUEIRA, 1956).

Neste trabalho foram hidrolizados 14,67 g do extrato
C, obtendo-se 4,85 g de amostra, a qual foi separada por CLAE em
uma coluna de silica, usando comdb ‘eluente uma mistura de hexano:
acetato de etila (4:6), tirando 15 fracgoes, as quais foram exami-
nadas por CCD em silica no mesmo solvente (ver Figura 7). Obser-
vando-se que as fragoes 2, 3 (Rf=0,78) e 7 sdo compostos aparente
mente puros, enquanto que as demais sdo misturas. Procedendo-se
entao, a uma nova CLAE-preparativa das fragoes 5 e 6, nas mesmas
condigoes. Foram coletadas 10 novas fragoes (ver Figura 8), das
quais a 7', 8' e 9' (Rf=0,54), parecem ser compostos puros e ser

o mesmo composto da fracgao 7 na primeira CLAE-preparativa.

Nenhum dos flavonoides puros disponiveis (Tabela = 4)
apresenta Rfs similares aos encontrados para as fragles acima des

critas.

FRAGAO 3.

0 espectro ultravioleta desta fracao em metanol (Figu

Ta 9) apresentou absorbancia maxima em 314 (ombro} e 280 nm.

A partir da comparacgio deste espectro com os publica-

aos para flavondides (MABRY et alif, 1970) observou-se que este pddﬁm



e,

e

e
At .
[ 5
a g
; iR

e g

PRl

—w e E
. E pra

el e

N Y

95

FIGURA 7 - Cromatografia de camada delgada (CCD) em silica gel

das fragdes obtidas na CLAE do extrato (C) hidrolizado

de Cochlospermum insigne,
Solvente hexano: acetato de etila (4:6)

Revelador HZSO4:MGOH (1:1)



FIGURA 8 - Cromatografia de camada delgada {CCD) em silica
das fragbes obtidas por CLAE das fragdes 5 e 6 do
trato (C) hidrolizado de Cochlospermum instigne.
Solvente hexano: acetato (4:6)

Revelador HZSO4/MQOH {(1:1)

96
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FIGURA § - Espectro Ultravieleta (UV) em metanol da fragdo (CLAE)

do extrato (C) hidrolizado de Cochlospermumn Tnalgne.
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de absorcao estava coerente para flavanonas, isoflavonas e di-hi-

droflavondis, que possuem somente um miaximo de absorcao (anel A).

A CG-EM (Figura 10) revelou que a fragao era uma mis-
“tura onde o compoﬁente predominante apresentava M" m/e de 302uma,

cujo fragmento M-15 indicava a provavel presenca de um grupamento

metoxila [OCHsl.

A anilise do espectro de RMN'H da fragdo em deuterome
tanol (Figura 11) apresentou um multipleto em § = 5,95 semelhante
ao observado para flavonbides com padrado de substituicao do anel

A nas posigoes 5 e 7.

Na regiac de & = 6,75 - 7,30 observamos sinais qué po -
deriam sugerir um padrio de substituigdo do anel B, entretantonao
tendo obtido um bom padrao para.Eomparagéo, deixamos em suspenso,
determinando somente que o anel B devera apresentar um grupo feno
lico com um gIUpd metoxila e um hidroxila, os quais nao estao em
posigéo 3' e 4' {orto). O grupo"metoxiiaz§}9§ 9xidggci&@o também

pélo sinal em § = 3,95,
FRACAO 8’

0 espectro UV em metanol apresenta maximo de absorban
cia [i,mﬁx;) em 290 e 330 (ombro). Os espectros dos derivados com
NaOMe, A1C13, AlClS/HCI, NaOAC e NaOAC/H3B03 sao apresentados nas

Figuras 12, 13 e 14; seus maximos estdao na Tabela 10.
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FIGURA 12 - Espectro ultravioleta (UV) da fracgfo 8' (CLAE) do extra
to (C) hidrolizado de Coehlospermum tnoigne, €M metancl

() . com metdxido de sddio (R
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i 3 i __J
200 300 400 . 500
A (nm}

v) da fragdo §' (CLAL} do ex- .

FIGURA 13 - Hspectro ultravioleta (U
o me

trato (C) hidrolizado de Cochlospermum insigne,

tanol {——--); com AlCiq (wom ~—}; COR ALCT/HCL [ I
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L ] i 1 3
200 300 400 500
A (am)
FI1GURA 14 - Espectro ultravioleta (UV) da fracdo 8' (CLAE) do extra

to (C) hidrolizado de Cochlospermum insigne, em metanol

(— }: com acetado de s6dio (= —); com acerato de %o

dio/dcido borice (e s}
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TABELA 10. Maximos de absorbancia (i max.) da fracdo 8' do extra-

to (C) hidrolizado de Cocklospermum insigne.

Reagente ' | A(mﬁx.j nii.
MEOH . vt evvneeeeeeensiannnnerrenennn Ceereeeee. 290,330(0)
MeONg....f ....................... PO 245,326
MeONA (5 min).eevenn. e, Ceeeeeneaa. 243,326

N [ B R e, 272(0), 315, 381
A1c13/Hci...;..,...;....,......; ............... 315, 379
NaOAC....... e A e, .258, 284(0), 327
NaOAC/HéBOs....... ......... e eeaeccaae '.,,...... 294, 334(0)

Pelo espectro de UV em metanol (Figura 12), o compos-
to presente nesta fragao (8') deve tratar-se de uma flavanona ou
uﬁldi—hidyoflavonol (3-0H), cuja banda II situa-se entre 270 e 295
:nm CMABRY et alit, 1970); Nestes compoétos a banda I nao esta
presente, por causa da interrupcao do sistema cdordenado na posi

¢iao 2. -

i o e e

Flavanona | Dihidroflavonol

‘No espectro com metoxido de sbdio (Figura 12), obser-
va-se um efeito batocromico de 38 nm, comum aumento da intensidade,
caracteristico da presenca de grupamentos hidroxilas, nas posigoes 5 e 7  (MA-

BRY et alii, 1970).
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Nesta fracdo nao e observada a decomposigao com O me-
_tﬁxido, apos 5 minutos de sua adicdo. No espectro com acetato de
s6dio (Figura 14) & observado um efeito batocromico de 37 nm, ©
qual desaparece com & adicao de acido borico. Este efeito compro-
va a presenga de grupamentbs 5e7 hidroxilas.zo espectro ultra-
violeta com tricloreto de aluminio (Figura 13) apresentg um efei-
to batacromico de 22 nm, caracteristico de di-hidrcflavonéis- com
grupamento 5-OH e auséncia de grupos o-di-hidroxi no anel B (MA-

BRY et alii, 1970), ja que ndo & reversivel ao adicionar HCI.

OH

0 0
OH

OH 3 " 0 g | 0 S

a2 N2

No espectro de RMN'H do composto. em deuterometanol (Fi
gura 15) pode-se observar dois dubletes em & = 7,00 e § = 7,60com
constante de acoplamento de J = 9,5 Hz, caracteristico para &co-

plamentos orto em sistemas aromaticos.
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Levando "em consideragﬁo que o‘espectro de ultraviole-
ta cstava coerente com um esqueleto basico de uma flavanona . ou
diehidroflavonol, & observado o sistema de dois dubletes em § =4,60
e &6 = 5,10 com J = 12 Hz, podemos sugerir que este sistema de pr§
tons se trata do sistema A comumente observado pelo acoplamento

de H2 e H3 em di-hidroflavonois.

0 multiplete em § = 6,0 estaria de acordo com a absox

cio de protons aromaticos H6 e H8 de di-hidroflavonois.

Desta forma reunindo as informagﬁes obtidas pela ana-
lise dos espectros de ultravioleta ¢ RMN'H poderiamos sugerir a

estrutura seguinte:

HO OH
OH
OH

para o composto isolado do extrato C de raiz de Cochlospermum in-

sitgne.

0 espectro de massa (Figura 16) aprescntou um ion mo-
lecular M* m/e 288 uma, cuja fragmentagao esta coerente com a es-

trutura proposta € estd indicada na Figura 17.

A revisao da literatura indicou que a estrutura pro-
posta estava de acordo com a do di-hidrokampferol (MABRY et alit

1970) .

Para uma comparagﬁo estrutural fo6i preparado o derivg
do silanizado do composto obtendo-se o espectro de RMN'H (CDClg)
(SiMe4) 4,24 (1H, d, J=1Z Hz, H-3): 4,98 (1H, 4, J=12 Hz, H-2);
5,90 (2, d1, H-6, H-8); 6,82 (2d, J=9,5 Hz, H-3", H-5'); 7,34 (214, J=9,5 Hz,

H-2", H~6‘), mostrado na Figura 18.
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(C) hidrolizado de Cochlospermum instgne.
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A comparagio destes dados com a literatura (MABRY et alit,
1970; BATTERHIAM § HIGHET, 1964) forneceu uma concordancia entre

todas as absorcgoes ficando assim confirmada a estrutura proposta.

0 ponto de fusio para o di-hidrokampferol jsolado foi

235-2379C, a rotagdo dptica [a]2) = + 20,26° (C. 0.08, MeOH) .

Na literatura sao reportados para esta substancia:

246-247°C (GANGULY § SESHADRY, 1961); 244-246°C e [o
solucao em acetona: agua 1:1 (HILLIS & CARLE, 1963); 233°C para
di-hidrokampferol bruto e 241-242°C para recristalizado varias ve
Los (JANES § MORGAN, 1960); 222-224°C, [a]20 = + 2,5¢ solugdo 1%

em Et-OH ¢ + 99 em acetona: agua, 1:1 (KING et alit, 1955);
20 _
D

[e]20= + 139, solucdo 4% em Et-OH (PEN, 1948); 248%C, [a]) =+ 50°

em Me-OH 50% (DEAN, 1963).

0 rendimento obtido foi de 0,9% (135 mg nas “ fracgoes
7', 8" e 9'). O di-hidrokampferol (3, 4+, 5, 7-tetra-hidroxi fla
vona) conhecido como aromadendrina ou kétsurenina {BATE-SMITH,
1954) & um dos di-hidroflavonois mais amplamente distribuidos e
pode ser encontrado na sua forma de fenol livre (aglicona) ou co-

mo glicosidio, num grande nimero de familias vegetais (BOMM, 1975).

Baseado na revisdo do Chemical Abstracts, na familia
Cochlospermaceace a qual pertence a planta Cochlospermum insigne O

di-hidrokampferol ndo foi anteriormente isolado.

Uma nova tentativa, para isolar o composto mais polar
presente no extrato (ver Figura 8, frac@o 10') ja que ele apresen
tava alta capacidade antioxidante (Tabela 11, fragao g8), foi fei-
ta com CLAE-preparativa,-usando como eluente uma mistura de hexa-
no:acetato de etila (3:7), obtendo-se¢ 13 fragOes nas fracbes = 7,
8 e 9, as quais foram submetidas a uma novd CLAE~preparativa, ob~-

servando-se que a fragio 8 encontra-se aparentemente pura.
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0 espectro Uy desta fragao mostya absorcdo maxima em’
272 nm (Figura 19). 0 Lspect1o de massa.desta fragao ﬁostrou tra
tar-se¢ de uma miétura complexa, motivo pelo qual foi feita umacro
mofografia de g£s~espectrometria de massa (CG-EM) , observando se
gque & referida fragao continha pelo menos 18 componentes (Figura
20

Na Figura-21 mostré—sé o espectro de massa dos princi
pais componentes da fracdo (8), cujos pesos moleculares (PM) etenl
pos de retengao (TR) s3o os seguintes:

11,72 min

compdnente 4 - PM = 198 uma, TR =
' 15 - PM = 302 uma, TR = 25,38 min
" 16 - PM = 302 uma, TR = 25,93 min

i

" 17 - PM 702 uma, TR = 28,30 min

Os componentes 15, 16 e 1; (Figura 21) tém o mesmo Pe
so molecular (302 uma), tratando-se portanto, de isomeros. Estes
tres componentes tem em seu pr1me1ro-£ragmento principal 287 uma,
uma d1£erenga de 15 unidades, caracterlzando a fragmentacgao de um
grupamento metila (CHS), jndicando que estes compostos poderiam
ser flavondides de férmula C16H1d 6 (DEWAR & JONES, 1969), possuin-
do um grupamento metoxila (OCHS} ' '

A separagac em coluna (2,4 x 20 cm) de celulose (16g)
deste extrato hidrolizado, também foi tentada com misturas de he-
~xano: acetato de etila, e con acetato de etila: metanol, em'dife~
rentes propergoes (gfadiente).

Com ‘0 usoc destes 2 sistemas de eluicho foi cobertaqud
se toda a escala de polaridade com respeito ao eluente, mesmo as-
sim nenhuma das fragoes (30 em cada caso) continha um s$O componen
te . \ |

Apesar de todas as tentativas para isolar algum outro
composto presente, NO extrato (C) de Cochlosperimin insigne, so fol jdentifi- .

cado © di-hidrokampferol.
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FIGURA 19 - Espectro Ultravioleta (UV) da fragdo 8 (CLAE - se-

gunda tentativa) do extrato (C) hidrolizado de Co-

chlospermum insigne €M metanol.
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Solanum PLArum

Nesta planta tam sido identificados sapogeninas, alca
15ides, esteroides e um flavondide (CHAKRAVART et alii (1980);
ROCCA, 1976), mas além desta informacao nenhuma outra fol encon-

trada no Chemical Abstracts.

Na tentativa de isolamento ¢ jdentificagao dos compos
tos presentes No extrato (A) de folhas ¢ galhos, que apresentou
alta atividade antioxidante noes dois sistemas testados (Tabela 8)
e nao continha taninos (Tabela 9), foram hidrolizados 5 g de extra
to obtendo?se 462,8 mg, 0S5 quais foram passados numa coluna croma
togréfica‘(4,1 x 20 cm), contendo 50 g de silica gel 60, usando-
-se como c¢luente misturas de hexano: acetato de etila em diferen-
tes proporgoes. ~As 30 fracoes (50 mL) obtidas, foram monitoradas
em placas de silica gel, usando como colvente hexano: acetato de
etila (7:3), observando-se que as fracoes 14 (28,1 mg) (R = 4,0)
e 22 (56,3 mg) Rf = 2,8) estavam aparentemente puras. As demais
fragoes apresentaram diversas manchas. Na Figura 22 apresentam-
-sec os espectros UV em metanol das fragoes 14 (» max. 275 nm) €
22 {» max. 320 e 285 nm). Pelos miximos (A max.) apresentados, a
fracao 14.pode tratar-se de uma flavanona ou um di-hidroflavonol,
a0 passo que a fracdao 22 poderia ser uma fiavona (MABRY et dlli,
1970) com ponto de fuééo = 165—16896 determinado experimentalmen-
te. Os espectros IR em KBy, assim como o RMN'H em deuterometanol

nio forneceram maiores informacoes para @& identificacao dos cCcom-
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FIGURA 22
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postos, parecendo que ainda contém algumas impurezas, ou que este

jam sofrendo alguma decomposigao.

| Com.o objetivo de purificar melhor esses componentes,
foi feita uma CLAE-prep. em coluna de silica com hexano: acetato
de--etila (7:3).de 1,153g do extrato hidrolizado, obtendo-se 12 fragoes, as
quais quando examinadas por CCD em sTlica no mesmo solvente (Fi-
gura 23) mostraram algumas impurezas. PoT €55€ motivo foi feita
uma repurificagao das primeiras 8 fragSes, numa coluna (2,4 x 20
cm) de silica gel (15 g), usando comofsolvente uma mistura de he-
xano- acetato de etila em.vﬁrias-concentragBes, obtendo-se 18 novas fra-
cbes (10 mL). Estas quando monitoradas em CCD-silica (Figura 24)
indicaram a presenga do mesmo composto nas fracbes 3-10 (20,53 mg )
e outro nas fracdes 11-14 (35,9 ﬁg). As fragﬁes.obtidas contendo
o mesmo componente foram juntadas e seus espectros de RMN ' H em

deuterometanol, nao apresentaram boa resolugdo.

0 espectro UV da fracgao 11-14 & similar ao da fragdo
14 (Figura 22), na separagao Com coluna de silica descrita ante
riormente, Nesta fracgao (11-14) foi observada uma decomposicgao
muito rapida (provavelmeﬁte oxjidacgao), observada facilmente — nas
placas, ia que a amostra originalmente amarelada tornou-se cinza-

—esyerdeada em pouco tempo.

0 processo de isolamento por CLAE foi repetido, ten-
tando-se fazer tudo com O miximo cuidado € maior rapidez, para

evitar a decomposigdo, mas sem éxito.

A separagido desse extrato sem hidrolizar, também foil
tentada, usando-se colunas de poliamida ¢ sephadex LH~-20 (THOMPSON
et alii, 1972), na qual 10 g de extrato foram passados numa colu
na de poliamida, usando-se¢ netanol, resultando 200 fracdes de 10

ml, que foram monitoradas em placas de celulose com dlcool amili-
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FIGURA 23 -

Cromatografia de camada delgada (CCD) em silica gel
das fracgdes obtidas por CLAE do extrato (A) hidroll
zado de Solanum vidarum..

golvente: hexano:acetato de etila (7:3)
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Revelador: UV254: H2504/MGOH (1:1).
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co: Acido acBtico: dgua (8:1:1), com o seguinte resultado:

Fragbes: 0-30 quantidades minimas detectadas;
31—110 compostos misturados;

111-200 ficam.na origem.

As fragBes da faixa 31-110 (779 mg) foram reunidas e
passadas numa coluna (4,1 x 20} de sephadex LH-20 (50 g), usando
etanol como eluenté, obtendo-se 125 fragbes de 10 mL, monitoradas
em placas de silica com clorofdérmio: acetato de etila (1:1), obser
vando-se que todas as fragdes eram misturas de varios componentes,
nas quals estava presente o mesmo componente das separagdes ante -
riores (fragdes 14 coluna de silica e 11-14 CLAE-prep.J), © qual

decompde-se facilmente.

As fracBes 17-22 da coluna de sephadex LH-20 foram jun
tadas e passadas numa coluna de silica gel com eluente acetato de
etila e cloroférmio, em diferentes proporgoes, obtendo-se 15 fra-
¢oes (10 mL), mas sem nenhuma melhora na purificagdo, aparecendo,

novamente vdrios componentes mnas fragoes.

Piptadenia macrocarpa

0 extrato (B) hidrolizado de folhas desta planta fol o
que apresentou a maior atividade antioxidante no sistema 1lipidico
(Tabela 8) de todos os extratos testados; foi também o Gnico extra

to cuja separagao £0i tentada, que continha alto teor de taninos

(Tabela 9).

A cromatografia em camada delgada preparativa (silica)

de 200 mg do extrato (B) hidrolizado em um sistema de solvente he-
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xano: acetato de etila (5:7}, forneceu 4 fracdes com Rfs: 1=0,93
(7,3 mg),; 2=0,85 (25,2 mg); 3=0,56 (21,3 mg) e 4=0,38 (20,9 mg).

Os espectros UV 580 apresentados na Figura 25, exceto o da fracgao
1 por ser muito pouca quantidéde o que ndo permitiu fazer quaim
quer outro teste. Por estes dados, a fracdo 2 (A max. = 372,
298 (ombre) e 252 nm) ﬁoderia tratar-se de um flavonol (3-0H), x»
mix. 352-385 nm, banda I (MABRY et ali? 1970), enquanto que as
fracdes 3 (i mdx. 277) e 4 (» max. = 272) poderiam ser flavanonas
ou di-hidroflavondis, A mdx. 270-295 nm, banda II (MABRY et alid
1970). Porém o035 espectros RMN'H dos seus derivados silanizados
em CCl, nio forneceram informagbes que permitissem esclarecer sua

estrutura.

Os espectros de masgaA(EM) destas fragOes, mostraram
que se trata de misturas complexas onde: a fracgdo 2 contém pelo
‘menos 8 componentes € a fragdo 3 pelo menos 7.. A CG-EM foi tenta
da, mas sem resultado, jd que os componentes nioc sairam da coluna
(SE-30) durante a prbgramagﬁo de temperatura. A fragdo 4 injeta-
da diretamente no espectrometro de massa ndo produziu qualquer si
nal, talvez por dispor de uma quantidade muito pequena (1,4 mg)
para-anélise, embora teoricamente, tal quantidade seja descrita

como suficiente.

A separagdo doé compostos presentes neste extrato (bru
+o ou seus derivados: hidrolizado, metilado ou acetilado) foi ten
tada também por cromatografia em papel (CP), cromatografia em ca-
mada ‘delgada preparativa (cch-prep) com celulose € poliamida, coO-
Juna cromatogrdfica com silica gel, amberlite XAD-Z, celulose mi
crocristalina, poliamida e sephadex LH-20, com diferenteé siste-
" mas de solventes, mas S¢m resultados satisfatdrios na identifican
gdo. Os compostds'isolados, suposfémente puros, na CCD apresenta

ram sempre impurczas, sejam de outros compostos presentes No mes-
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oleta (UV) das fragdes 2 (

FIGURA 25 - Espectros Ultravi
por cromatografia cm cama

(— —) ¢ 4 (~—.—) obtidas

da delgada preparativa do extrato (B) hidrolizado de

- piptadenia macrocarpd CM me tanol.
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mo extrato, € que & muito dificil separé—los por tratar-se de com
postos com propriedades cromatograficas muito similares, ou por
contaminacdo de outros Compostos usados no tratamento cromatogra-
fico (solventes muito polares) e na produgio de derivados (reagéﬁ
tes), que nao foi possivel ~eliminar totalmente nas temperaturas

de trabalho.

Nesta plénta (piptadenia macroecarpa) tém sido identi-
ficados: esterdis, flavondides e dalbergionas no cerne (MIYAUCHI
s alii 1976). alcaldides em sementes (FISH et alid 1955, 1956) e
casca (IACOBUCCI § RUVERA, 1964) ¢ taninos em frutos, casca € Cer-

ne (PRADO & RICCI, 1956).

O0s flavondides, vitexina, homovitexina, orientina, €
homorientina tém sido isolados em folhas de Piptadenia peregrind

(PARIS et alit, 1967).

O0s extratos de Piptadenta macrocarpd (C de Raiz e B
de Folhas) aqui descritos resultam negativeos no teste com revela-

dor de Dragendorff (HARBORNE, 1973) para alcaldides.

Mikania smilacina

Na revisdo bibliogrdafica do Chemical Abstracts sobre
compostos presentes nesta planta, nao foi encontrada nenhuma in-
formagdo, mas alguns flavondides tem sido sdentificados neste géne
ro (KIANG et aliz, 1965; WAGNER et aliz, 1967 MURADIAN et aliz,

1977).

0 extrato (A) hidrolizado (721 mg) de folhas desta
planta, que naoc contém taninos {Tabela g) e que mostrou alta ati-

vidade antioxidante nos dois sistemas testados (Tabela 8), . foil
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analisado por cromatografia de coluna, em silica gel (50 g}, usan
do como solvente hexano: acetato de etila em diferentes concentra

cdes, obtendo 25 fragbes (50 .mL).

Os espectros de massa e infravermelho das fragoes 9
‘(33,4 mg) e 13 (25,9 mg) mostraram a presencga .de ‘dietilftalato.
Esta substancia contaminante faz parte de formulagOes usadas no
laboratdrio como lubrificantes (graxa de silicomne) e & cafregada
pelbs solventes organicos usados na cromatografia. A presenca des
ta substancia tornou impossivel a identificagao dos compostos pre

sentes no extrato.

Na tentativa do isolamentc dos compostos presente nos
4 extrétos anteriormente descritoé, alguns problemas comuns en-
_frentadostimpediram que o trabalho atingisse completamente os Seus
objetivos-ihiciais; que eram a identificagdo dos compostos presen
tes em extratos com alta atividade antioxidante e sua posterior

avaliacao no estado puro.

Talvez o principal praeblema na separagao dos compos-
tos seja a alta polaridade dos extratos, que ocasiona intmeras di
ficuldades tais como: excessiva reteng@ao dos COmpOStos NoOs adsor-
ventes usados, obtendo assim minimas quantidades de amostra inclu
sive quando grandes quantidades de extrato sao utilizadas. A re-
tengdo obriga a usar solventes muito polares, que sao muito‘difim
ceis de eliminar totalmente, fato que compromete a posterior ideg
tificacgao.

A outra alternativa para a separacdo seria a derivati
za¢do do extrato para diminuir sua polaridade, porém nas vezes em
que foi usada a metilacgao e acetilacdo, os resultados foram igualmente ne

gativos.
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Determinacio da capacidade antioxidante dos compostos

‘isolados (5a. Etapa)

Na Tabela 11 mostra-se a atividade antioxidante das
fracoes separadas por métodos cromatograficos, que foi determina-
da em o0leo de soja, mesmo sem elas conterem um composto puro como.

era o objetivo desta etapa.

0 {nico composto isolado, di-hidrokampferol noextratb
C hidrolizado da raiz de Cochlospermum ineigne, nao apresentou ne
nhuma atividade antioxidante (Tabeia 11} neste sistema, maé neste
extrato uma fracdo mais polar (fragao 8) mostrou uma‘alta poten-

cia antioxidante, bem maior que a do BHT.

Observando a estrutura do di-hidrokampferol nao € es-
tranho que sua atividade antioxidante seja nula, ja que como foi
exposto na revisao bibliografica, no item de estrutura e ativida-
de antioxidante, além do grupamento 4-C=0 e 3,5-0H que esta molé;
cula apresenta, ¢ importante também a presenga do sistema orto-

hidroxila (3'-OH, 4°'-OH) no anel B.

HO OH

OH -

OH
Dihidrokampferol

HUDSON & LEWIS (1983 a) testaram a poténcia antioxi-
dante de di-hidroflavonols (fustina e taxifolina) e flavanonas
'(eriodictiol) em Banha, encontrando qué a fustina [3,7,3',4‘ - te~
tra-hidroxi di-hidroflavonol) etmxiﬂﬂjna (3,5,7,3',4'-penta~hidr9

xi di-hidroflavonol) tem alta atividade inclusive muitosuperior a



TABELA 11 - Teste de capacidade antioxidante nunm sistema lipidico

(6leo de soja) das fragoes separadas dos extratos hi-

drolizados.
PLANTA FRAGAO* IP*bRACAO T BHT IPg1e0
Cochlospermum insigne (C) 3 32,9 14,4 31,4
§' (dihidrokemp 30,1 14,4 31,4
ferol) .

g - 11,1 17,3 33,0

solanum viarum (A) 14 . 14,8 17.3 33,0
22 ' 14,6 17,3 33,0

3-10 17,4 18,7 36,1

11-14 15.9 18,7 36,1

piptadenia macrocarpa {(B) 2 _14,0 15,7 30,8
3 | 17,2 15,7 30,8

4 16,2 15,7 30,8

PR

« 5 mg de cada fragdo ou composto €m 5 g de Oleo de soja (0,1%).

1p = indice de perdxido.
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quercitina (3,3‘,4‘,S,T-pmﬂﬂ-hidroxi ‘flavona), enquanto que erio

dictiol mostrou atividade ligeiramente superior.

OH ' oH
OH OH
1 - Ti
| OH 0

O .

Fustina Taxifolina Eriodictiol

DZIEDZIC & HUDSON (1983 a) no mesmo sistema 1lipidico
-(banhé) explicam que en moléculas como a taxifolina sua atividade
& devida basicamente 3 configuragdo 3', 4'-di-hidroxi e que oS grit

pamentos 3 € 5 hidroxila ndo tém significancia.

Na bibliografia consultada ndo foil encontrada nenhuma
referéncia sobre a atividade antioxidante do dihidrokampferol aqui
isolado, em qualquer sistema aquoso ou lipidico. O teste no sis-
tema aquoso de s-caroteno-acido jinoleico ndo foil efetuado por
nio se dispor de amostra do composto, jé que toda a quantidade iso

1ada foi usada na sua jdentificacao.

Com €xXcegao das duas fragOes menos polares dé extrato
hidrolizado (C) do Cochlospermur insigne, que nao mostram nenhuma
capacidade antioxidante, todas as fragoes analisadas mostram uma
alta capacidade anticxidante, algumas vezes, melhor que @ do BHT

ou ligeiramente menoxr.



19)

2°)

32)

4°)

59)

62)

79)

8¢)
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CONCLUSOES

A atividade antioxidante dos extratos depende do

sistema usado na avaliacdo (aquoso ou lipidico).

Aproximadamente um tergo dos extratos testados

mostrou alta atividade antioxidante num gistema

aquoso.

Nas condicdes do teste no sistema lipidico (&leo

de soja) 16 extratos mostraram maior atividade que

o BHT.

Nove extratos mostraran alta atividade antio-

xidante nos dois sistemas examinados.

A separagdo dos compostos presentes nos extratos
liofilizados & extremamente dificil com as técmi-

cas empregadas neste trabalho.

As fracBes separadas dos extratos hidrolizados mos

tram alta atividade antioxidante.

Foi identificada a presenca de dihidrokampferol em

raiz de Cochlospermum insigne.

0 dihidrokampferol nao mostrou nenhuma atividade

antioxidante no sistema lipidico.
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