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RESUMO

O presente trabalho objetivou a analise do potencial antioxidante de trés espécies vegetais, da familia Fabaceae.
Através dos testes realizados foi possivel verificar que tais extratos analisados possuem capacidade antioxidante, pois
foi identificado constituintes quimicos que possuem potencial de combater os radicais livres, além de todos os extratos
terem apresentado potencial de captura do radical livre DPPH e capacidade inibitéria da peroxidacao lipidica, que
comparado com resultados ja descritos na literatura demonstraram superioridade ou similaridade; por meio do método
Folin-Ciocalteau as espécies obtiveram valores significativos comparados aos ja descritos na literatura. Portanto, o
estudo do potencial antioxidante destas espécies é de total relevancia, para que assim algumas patologias sejam
erradicadas.

Palavras-chave: Antioxidante, extratos vegetais, radicais livres.

ABSTRACT

This study aimed to analyze the antioxidant potential of three plant species of the Fabaceae family. Through the tests it
observed that such analyzed extracts have antioxidant capacity , because it was identified chemical constituents that
have the potential to fight free radicals , and all extracts have shown free radical DPPH and capture potential inhibitory
capacity of lipid peroxidation , that compared to results described in the literature demonstrated superiority or similarity ;
by means of Folin - Ciocalteu method species significant values &8203;&8203;obtained compared to those reported in
the literature . Therefore, the study of the antioxidant potential of these species is full of relevance, so that some diseases
are eradicated.

Keywords: Antioxidant, plant extracts, free radicals.

INTRODUGAO O uso de produtos naturais no tratamento de doengas é uma pratica tdo antiga quanto a histéria da
humanidade, porém as plantas sé chegaram no ambito farmacoldgico no século XX, quando surge a fitoterapia (area
designada ao estudo de produtos naturais). A utilizagéo de folhas, raizes, frutos entre outras particdes no tratamento de
doengas ou para aliviar dores ainda € uma pratica bastante comum no Brasil; e uma regido que ganha destaque neste
habito € o Nordeste (PEREIRA; CARDOSO, 2012). A regido Nordeste possui uma flora diversificada e caracteristica,
apesar de ser uma regido de clima quente e com pouca umidade, esta regido abrange uma grande quantidade de
espécies vegetais que possuem em sua composicdo diversos metabdlitos secundarios que caracterizam seu alto
potencial de retardar a agédo dos radicais no organismo humano (ROQUE et al., 2010). O estudo sobre a capacidade
antirradicalar dos extratos vegetais intensificaram-se com o desenvolvimento de doengas cronicas-degenerativas que
tinham como causa a propagacao de radicais livres. Espécies radicalares sdo moléculas ou atomos que possuem um
namero impar de elétrons e podem ser provenientes de fontes exdgenas (cigarro, poluicdo do ar, radiagdo, bebidas
alcodlicas, metais pesados e drogas) ou enddgenas (metabolismo do oxigénio que origina as espécies reativas do
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metabolismo do oxigénio) (AZEVEDO et al., 2011). O excesso de radicais livres no corpo causa o chamado estresse
oxidativo que proporciona ao desenvolvimento de enfermidades (catarata, cancer, artrite, doengas degenerativas do
cérebro, envelhecimento celular e tecidual, problemas cardiovasculares e alteracdo da fungdo de biomoléculas) que vem
desafiando a medicina. Para o combate das espécies reativas ha os antioxidantes que séo substancias capazes de
inibirem a reagéo dos radicais; atualmente a principal fonte anti-radicalar € o extrato de plantas (NASCIMENTO et al.,
2011). Os produtos vegetais vém merecendo destaque na medicina e farmacologia por serem o fonticulo de substancias
bioativas que sao utilizadas em servigos terapéuticos. A presenga destes compostos caracteriza o potencial antioxidante
de espécies como Bauhinia forficata Link (morord), Mimosa hostilis benth (jurema preta), Anadenanthera falcata (angico
— do- cerrado), originarias do Nordeste brasileiro. O morord, segundo a cultura popular, € uma espécie de combate a
diabete. (SILVA et al., 2003) A jurema preta do género Mimosa, da familia Leguminoseae e subfamilia Mimosoidea é um
vegetal pertencente a regido nordeste, possui aproximadamente 500 espécies de metabdlitos secundarios e seu uso
popular é no tratamento de tosse e cicatrizagdo (CRUZ, 2014). O angico-do-cerrado € uma espécie vegetal pertencente
a familia Fabacea-Mimosoideae, estudos indicam que essa espécie possui a presenca de esterodides e flavonoides que
constituem uma fonte inesgotavel de principios ativos na erradicagéo de patologias (ESTEVAM et al., 2006).

Deste modo, torna-se valido a investigagdo do potencial antioxidante e a identificagdo dos constituintes quimicos destas
espécies. A anadlise da atividade antioxidante pode ser realizada por meio dos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) e FTC (Tiocianato Férrico). Por meio do método Folin-Ciocalteau determina-se a quantidade de
compostos fendlicos e a triagem fitoquimica identifica qualitativamente os compostos bioativos presentes nas referidas
amostras vegetais.

O método radical livre DPPH consiste na captura do radical 2,2- difenil-1-picril-hidrazila, de coloragdo purpura. Por meio
de uma amostra antioxidante este radical é reduzido a difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarelada. A partir dos
resultados obtidos determina-se o percentual de atividade sequestradora de radical livre. (RODRIGUES et al., 2013)

O FTC (Tiocianato Férrico) monitora a quantidade de peréxido de hidrogénio no inicio da peroxidagao lipidica, na qual o
peroxido de hidrogénio reage com o cloreto férrico, originando o ion férrico, que liga-se ao tiocianato de aménia
formando o tiocianato férrico, de coloragédo vermelha (RODRIGUES et al., 2013).

A determinacdo de compostos fendlicos ocorre por meio do reagente Folin-Ciocalteau (WETTASINGHE; SHAHIDI,
1999). E a triagem fitoquimica é realizada a partir da reagéo do extrato vegetal com outros reagentes e a identificagéo
dos metabdlitos secundarios é realizada pela mudanga de coloragéo (OLIVEIRA et al., 2007).

Diante do que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo determinar a capacidade antirradicalar dos extratos
etandlicos das espécies Anadenanthera falcata (benth.) Speg, Mimosa hostilis Benth e Bauhinia forficata Link.

MATERIAIS E METODOS

PREPARO DO EXTRATO

A extragcdo dos constituintes fixos dos vegetais foi realizada por maceragdo em etanol, com posterior remogédo do
solvente por rota-evaporagao. A troca de solvente foi realizada a cada 48h durante uma semana.

ANALISE FITOQUIMICA

Para a realizagdo da etapa de triagem fitoquimica tomou-se como base a metodologia proposta por Matos (1988) a qual
foi trabalhada com algumas adaptagdes a fim de realizar prospecgdo dos seguintes aleloquimicos: fenois, taninos
pirégalicos, taninos flobafénicos, antocianina e antocianidina, flavonas, flavonodis, xantonas, chalconas, auronas,
flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, flavonois, xantonas, esteroides, triterpendides e saponinas.
OPERACOES PRELIMINARES

De cada extrato obtido e utilizado nos bioensaios separou-se 35 mL para a prospeccgao fitoquimica, os quais foram
separados em sete porgées de 3 mL em tubos de ensaios numerados e identificados de acordo com cada tipo de
extrato e uma porcdo de 10 mL em béquer rotulado. Aqueceu-se o béquer em banho-maria por meio de uma placa de
aquecimento com agitagdo até a evaporagdo total da parte liquida, a qual foi utilizada nos testes para esteroides,
triterpenoides e saponinas.
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TESTES PARA FENOIS, TANINOS PIROGALICOS E TANINOS FLOBATENICOS

No tubo "1" de cada extrato foram colocadas trés gotas de solugao alcodlica de FeCl3, apds agitagao foi observada a
ocorréncia de variagao de cor ou formacao de precipitado abundante escuro. A coloragéo entre o azul e o vermelho e
indicativa de fendis, precipitado escuro de tonalidade azul e indicativa da presenga de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde da presenca de taninos flobaténicos (taninos condensados ou catéquicos). Para comparacao foi
realizado um teste em branco usando apenas agua e o cloreto férrico.

TESTE PARA ANTOCIANINA E ANTOCIANIDINA, FLAVONAS, FLAVONOIS E XANTONAS, CHALCONAS E
AURONAS, FLAVONONOIS

O tubo "2" foi acidulado com acido cloridrico (HCI) a pH 3, o extrato do tubo "3" foi alcalinizado a pH 8,5 e o tubo “4’
alcalinizado a pH 11 através da adigado de hidroxido de sédio (NaOH). A variagdo de cor indicou a presenga ou auséncia
dos aleloquimicos. A coloragao vermelha, lilas e azul purpura, nos “2”, “3” e “4” (respectivamente) indica a presenca de
antocianinas e antocianidinas. O aparecimento da cor amarela no tubo “4” demonstra a presenga de flavonas, flavondis
e xantonas. A cor vermelha, vermelho-purpura no tubo “2” e “4” (respectivamente) evidencia a presenca de chalconas e
auronas. E o aparecimento do vermelho laranja no tubo “4” mostra a presencga de flavononois na amostra.

TESTE PARA LEUCOANTONOCIANIDINAS, CATEQUINAS E FLAVANONAS

O tubo "5" foi acidulado por adigdo de HCI até pH 2 e o tubo "6" foi alcalinizado pela adigdo de NaOH até pH 11. Ambos
foram aquecidos com o auxilio de uma lamparina de alcool durante 3 minutos. A variagdo de cor indicou a presenga ou
auséncia dos aleloquimicos. A coloracdo vermelha e pardo-amarelada, no tubo “5”, indica a presenca de
leucoantocianidinas e catequinas (respectivamente). E o aparecimento do verme-laranja, no tubo “6”, indica a presenga
de flavonas.

TESTES PARA FLAVONOIS, FLAVANONAS, FLAVANONOIS E XANTONAS

Ao Tubo "7&39; foi adicionado uma pequena fita de magnésio e 1,0 ml de HCI concentrado. Apds o término da reagao,
indicada pelo hm da efervescéncia, o tubo “7" foi comparado com o tubo "5" (ambos acidulados). Esperava-se o
aparecimento ou a intensificagdo de cor vermelha indicando a presenga de flavonois, flavononas, flavononois e/ou
xantonas, livres ou seus heterosidios.

TESTE PARA ESTEROIDES E TRITERPENOIDES

O residuo seco do béquer foi extraido 3 vezes com 2 mL de cloroférmio e homogeneizado. A solugao foi filirada gota a
gota em um pequeno funil com algoddo, coberta com alguns decigramas de Na2S04 anidro, para um tubo de ensaio.
Foi adicionado 1 mL de anidro acético, agitou-se suavemente, e adicionou - se 3 gotas de H2SO4 concentrado.
Agitou-se novamente e observou-se a projecao de cores indicando: coloragdo azul evanescente seguida de verde
permanente € indicativa da presenca de esteroides livres. A coloragdo parda até vermelha indica triterpendides
pentaciclicos livres.

TESTE PARA SAPONINAS

O residuo insoluvel em cloroférmio, separado na operagao anterior, foi redissolvido em 8 mL de agua destilada e a
solugéo foi filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-se o tubo com a solugao, fortemente, por 3 minutos e observou-se a
formagédo de espuma, a qual se fosse persistente e abundante (colarinho) é indicativa da presenga de saponinas
(heterdides saponinicos).

CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH

O método baseia-se na transferéncia de elétrons de uma substancia antioxidante ou de uma espécie radicalar. A
transferéncia de elétrons é perceptivel pela mudanga de coloragao, em que o DPPH de coloragéo purpura é reduzido a
difenil-picril-hidrazina de coloragdo amarelada, com consequente desaparecimento da absorgdo, podendo ser
monitorado pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO et al., 2011).

O teste foi realizado segundo metodologia ja descrita na literatura, com algumas modifica¢des. A partir de 0,0035 g do
extrato do angico-do-cerrado em 35 mL de etanol; 0,0025 g do extrato da jurema preta em 25 mL de etanol e 0,0045 g
do extrato do mororé em 45 mL de etanol, realizou-se o teste para cada amostra em concentragdes diferenciada.
TIOCIANATO FERRICO (FTC)

Neste método o peroxido de hidrogénio oxida o ferro ferroso em meio acidificado. Os ions férricos resultantes reagem
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com o tiocianato de amoénia para formar o tiocianato férrico, um complexo de cor vermelho-alaranjado. A inibicdo da
lipoperoxidagdo ocorre por meio da espécie antioxidante, que pode ser um 6leo, extrato vegetal ou antioxidante
sintético. Desta forma, quanto menor for a intensidade da coloracdo vermelha, maior sera a absorbancia analisada
(RODRIGUES et al., 2011).

Inicialmente pesou-se 0, 0052 g de cada extrato vegetal e diluiu-se em 5 mL de ETOH 99%, a partir desta solugéo
estoque preparou-se as solugbes de armazenamento em estufa a 50°C. As solugbes de armazenamento foram
preparadas com adigéo de 4 mL da solugdo estoque, uma aliquota de 4,1 mL de &cido linoleico 2,51%, 8 mL da solugéo
de tampao fosfato 0,02M e 3,9 mL de H20 destilada. Para o preparo do branco foi pesado 0,001 g de BHA e diluido em
5 mL de ETOH 99%. Em seguida retirou-se uma aliquota de 4 mL desta solugéo e adicionou em vidro ambar com 4,1
mL de acido linoleico 2,51%, 8 mL da solugao de tampéao fosfato 0,02M e 3,9 mL de H20 destilada. Para o preparo da
solugédo negativo foi adiciona do em vidro ambar 4 mL de H20 destilada, 4,1 mL de &acido linoleico 2,51%, 8 mL da
solugéo de tampéo fosfato 0,02M e 3,9 mL de H20 destilada.

O teste foi realizado durante 5 dias com auxilio de um espectrofotémetro UV-VIS com comprimento de onda de 500nm.
As solugdes para leitura diaria foram realizadas em triplicata (para cada amostra), que continha 0,1 mL da solugéo
estoque (estufa), 9,75 mL de H20 destilada, 0,1 mL de tiocianato de aménia 30% e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02M em
HCI 3,5%. Este procedimento foi realizado tanto para os extratos como para o branco e o negativo.

COMPOSTOS FENOLICOS — FOLIN CIOCALTEAU

Inicialmente pesou-se 0,005 g da amostra vegetal e diluiu em 5 mL de MeOH. Em seguida retirou-se uma aliquota de
0,075 mL desta solugao e adicionou-se 0,425 mL de MeOH (solugao estoque).

Para a realizagdo da leitura, foi adicionado em vidro ambar (em ftriplicata — para cada amostra) 100uL da solugéo
estoque, 500uL do reagente Folin — Ciocalteau e 6 mL de H20 destilada. Posteriormente foi agitada no voértex por 1
minuto, em seguida adicionou-se 2 mL de carbonato de sddio 15% e agitou-se novamente no vértex por 30 segundos no
vortex. O ultimo procedimento para o preparo das solugdes foi transferido a solugdo para um baldo volumétrico de 10
mL e completou-se o volume com H20 destilada; e posteriormente incubou-se as solugdes no escuro durante 2 horas.
Para obtengéo do branco foi preparado uma solugéo de 100uL de MeOH, 500uL do reagente Folin-Ciocalteau e 1 mL de
H20 destilada. e em seguida agitou-se no voértex durante 1 minuto. Logo apds, adicionou-se 2 mL de carbonato de sédio
15% e depois agitou-se por 30 segundos no vortex. Posteriormente completou o volume da solugdo em um baldo
volumétrico de 10 mL. A solugéo foi incubada no escuro durante 2 horas. Antes de qualquer leitura, utilizou-se o branco
para zerar o espectrofotdbmetro.

Para a leitura das solugdes utilizou-se um espectrofotdmetro UV-VIS com comprimento de onda de 750 nm.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Utilizando, como base, a metodologia de prospecgéo preliminar de Matos (2001) foi identificado alguns constituintes
quimicos, nas plantas investigadas, que reafirmam que estas possuem poder anti-radicalar. De acordo com a tabela
abaixo (Tabela 1) estdo descritas as substancias bioativas identificadas nas quatro espécies analisadas. A identificagao
dos compostos bioativos deu-se por meio da variagdo de coloragéo e pela formagao de precipitado.

Tabela 1 Compostos bioativos identificados pelo método da triagem fitoquimica. Dados da pesquisa.

Planta Parte estudada Compostos identificados
Anadenanthera falcata Tamnqs flobaténicos,
Folha catequinas, flavononas,

Speg. (Benth). esterdides, saponinas.

Taninos flobafénicos,
flavonas, flavonois e
xantonas, catequinas,
esteroides, saponinas.
Taninos flobafénicos,
esteroides e saponinas.

Bauhinia forficata Link Folha

Mimosa hostilis Benth Folha

O extrato etandlico das trés amostras estudadas apresentaram atividade antioxidante pelo método DPPH.
Comparando-se os resultados de cada amostra foi possivel identificar que Anadenanthera falcata Speg. (Benth) mostrou
melhor potencial antioxidante; na menor concentragéo analisada (200 pg/mL) atingiu 37,20% e na maior (600 pg/mL)
93,10%. A Mimosa hostilis Benth e a Bauhinia forficata Link também obtiveram percentual de atividade antioxidante. O
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FTC, que avaliou o potencial das amostras estudadas em inibir o peréxido de hidrogénio no inicio da peroxidagao
lipidica; utilizando o BHA (butil-hidroxi-anisol). De acordo com os resultados obtidos foi identificado que os extratos
analisados tiveram resultados semelhantes ao antioxidante sintético, BHA. Logo, o angico-do-cerrado; jurema preta e
moror6 possuem capacidade de inibir o peroxido de hidrogénio. Segundo Freitas (2014), ao estudar as espécies M. x
villosa e P. amboinicus obteve as respectivas variagbes de percentuais 88, 78 a 101, 51% e 89, 47 a 101, 78%.
Enquanto para as amostras estudadas os percentuais obtidos foram: A. falcata Speg. (Benth.) (12, 33 a 42, 52%), B.
forficata Benth Link (12, 70 a 39,67%), M. hostilis Benth (12, 75 a 40%), M. caesalpiniifolia Benth (15,62 a 42%). Os
valores inferiores aos apresentados na literatura sdo decorrentes de fatores fisicos (local e periodo da coleta das
amostras) que alteram os aspectos quimicos, que conferem aos vegetais capacidade antioxidante (PAULA, 2014).
Através do método Folin —Ciocalteau foi determinado pelo método espectrofotométrico o teor de fenois totais dos trés
extratos vegetais estudados. O teor de fendis totais foi identificado por interpolagdo da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibragdo construida com padrdes de acido galico (WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999), como mostra a
tabela 2.

Tabela 2 Teor de fendis totais, determinados, nos extratos do Angico-do-cerrado, mororé e jurema preta. Dados da

pesquisa.
. Teor de fenois totais em mg EAG/ g da
Espécie vegetal amostra
Anadenanthera falcata Speg. (Benth). —
folha 320,03
Bauhinia forficata Link — folha 174,31
Mimosa hostilis benth — folha 261,74
CONCLUSAO

Diante das analises realizadas, foi possivel identificar alguns constituintes bioativos, como esteroides, taninos
flobafénicos, saponinas, catequinas, que conferem aos extratos capacidade de minimizar ou inibir a agao oxidativa de
espécies radicalares. Vale ainda ressaltar o potencial de captura do radicallivre DPPH, pelas espécies, que comparado
com outras ja descritas na literatura, pode-se afirmar que apresentaram valores significativos, além de terem
apresentado similaridade com o antioxidante sintético BHA no método tiocianato férrico e ainda apresentaram uma
quantidade de compostos fendlicos significativa.

Portanto, é de grande relevancia o estudo, quanto ao potencial farmacoldgico, do angico-do-cerrado, jurema preta e
morord, para que assim sejam utilizados no tratamento ou cura de algumas patologias desenvolvidas pelos radicais
livres.
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