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Resumo

O género Adansonia digitata, comumente conhecido como baobab compreende oito
espécies das quais seis sd3o endémicas da ilha de Madagascar (A. fony, A. za, A.
madagascariensis, A. suarezensis e A. perrieri), uma de Africa (A. digitata) e uma da Australia
(A. gregorii). Entre as espécies supracitadas, a que tem merecido particular atengdo ¢ a A.

digitata possivelmente devido a sua frequente utilizagdo na medicina tradicional.

O stresse oxidativo produzido no organismo relaciona-se com o aparecimento e/ou
desenvolvimento de uma série de doencgas cronicas nao transmissiveis. Os compostos bioativos,
presentes nos frutos, sdo capazes de neutralizar as estruturas radicalares formadas no
metabolismo humano, diminuindo o risco do aparecimento de doencgas cronicas, nomeadamente

do foro cardiovascular e carcinogénico.

As frutas sdo caracterizadas como fontes naturais de energia, hidratos de carbono,
vitaminas e minerais, bem como, pelo seu contributo na aquisicdo de compostos bioativos que
apresentam beneficios para a promogdo da saude em geral. A dietoterapia e a fitoterapia sdo
duas vias terapéuticas de recurso natural em franca ascensdo, relacionando o conceito de
alimentos funcionais com a ag¢ao farmacoldgica uma vez que a agao antioxidante dos compostos
bioativos depende, ndo so, das suas estruturas quimicas como também das suas concentragdes.
Atualmente, o recurso e o interesse no conhecimento da composi¢do nutricional e fitoquimica
dos frutos exoticos tém aumentado, ndo s6 pelo facil acesso a estes recursos naturais como pelo
interesse econdmico que os mesmos podem potenciar a economia nacional dos paises em

desenvolvimento.

O presente trabalho teve como objetivo a andlise quantitativa dos compostos
bioativos mais representativos da polpa do fruto da arvore Adansonia digitata, de Angola,
cidade de Benguela, local de onde sdo provenientes os frutos estudados. Foi avaliada a atividade

antioxidante pelo método espetrofotométrico do radical livre DPPH".
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Os resultados obtidos mostram que o fruto do baobab angolano possui teores elevados
de vitamina C e de fenolicos totais, o que explica a sua elevada capacidade antioxidante. Os
teores de carotenoides apresentaram teores pouco significativos para a matriz estudada, uma vez

que a coloragdo da polpa do fruto carece de pigmentagao.

Este estudo, embora preliminar, indicou por meio de uma abordagem fitoquimica in
vitro, a presenca de compostos com propriedades bioativas, visando o seu interesse para a sua
aplicagdo numa vertente tanto alimentar como farmacéutica para a elaboracdo de suplementos

naturais com atividade farmacologica e terapéutica.

Palavras-Chave: Adansonia digitata; Fenolicos totais; Carotenodides; Acido ascorbico;
Atividade antioxidante (DPPH").
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Abstract

The Adansonia digitata genus, commonly known as baobab comprises eight species,
which six are endemic from Madagascar island (A. fony, A. za, A. madagascariensis, A.
suarezensis and A. perrieri), one of Africa (A. digitata ) and one from Australian (A. gregorii).
Among the above species, the one who has received particular attention is the A. digitata,

possibly due to its frequent use in traditional medicine.

The oxidative stress produced in live organisms is related to the appearance and/or
development of a series of non-transmissible chronic diseases. Phenolic compounds present in
fruits are able to neutralize these substances, thus reducing the risk of development of free

radicals associated to several pathologies, such as cardiovascular disease and cancer.

Fruits are characterized as natural sources of energy, carbohydrates, vitamins and
minerals as well as for their contribution in the contribution of bioactive compounds that exhibit

high benefits for the health promotion.

The dietotherapy and the phytotherapy are two therapeutic natural resources in great
ascension, relating the concept of functional foods with the pharmacological action. The
antioxidant activity of bioactive compounds depends, not only on their chemical structures as
well as their concentrations in fruits. Currently, the knowledge and the interest in the nutritional
and phytochemical composition of exotic fruits have been increasing, not only because of theirs
easy access to the natural resources as the economic interest that they can boost the national

economy of developing countries.

The aimed of the present study was to evaluate the characterization of bioactive
compounds more representative of the fruit pulp of Adansonia digitata tree, from Angola, more
exactly from Benguela city place where fruits studied come from. Results showed that the
Angolan baobab fruit has high levels of vitamin C and phenolic compounds, which explains its
high antioxidant capacity. The carotenoids content were underrepresented in this studied, what

was expected, once the fruit pulp lacks of pigmentation.

il
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This study, although considered as a preliminary and incomplete work indicated an in
vitro phytochemical approach and the presence of compounds with bioactive properties, aiming
the interest for its application, not only in the food diet as well as a natural resource for

pharmaceutical industry, particularly in developing natural supplements with therapeutic and

pharmacological activities.

Keywords: Adansonia digitata; Total of phenolics; Carotenoids; Ascorbic acid; Antioxidant
activity (DPPH").
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Capitulo I. Introducéo

Os ecossistemas humanos, incluindo as comunidades construidas, sdo subconjuntos de
um ecossistema maior que ¢ o planeta Terra. A sustentabilidade ¢ um processo que tenta
conciliar as necessidade reais e os desejos do Homem. O conhecimento sobre a
sustentabilidade e o futuro da humanidade depende, em grande parte, da compreensdo do

passado.

Prevé-se que até 2050, as necessidades alimentares mundiais venham a aumentar
significativamente, devido ndo s6 ao aumento da populacdo mas também devido a melhor e
maior ingestdo alimentar. Para além da necessidade de tornar a agricultura mais produtiva, ¢
necessario torna-la mais sustentavel. Atualmente, o progresso tem sido retardado pela falta de
conhecimento e compreensdo de como ultrapassar o problema da sustentabilidade e,
consequentemente, estudar e promover conhecimentos cientificos sobre alimentos tipicos de

uma cultura que possam beneficiar a satde mundial (Spiertz, 2010).

O recurso as plantas medicinais ¢ uma pratica antiga descrita como medicina botanica
ou fitoterapia (Evans, 2002). A crescente sofisticagcdo do estilo de vida entre as populagdes do
mundo tornou imperativo o recurso as plantas naturais como medicina alternativa ou
complementar, independentemente da filiacdo cultural. Esse tipo de pratica apesar de ndo ser
reconhecida ¢ descrito como medicina tradicional indigena ou folclorica. Segundo Sumner
(2000) dois tercos da populacao mundial tém recorrido a métodos terapéuticos baseados na
medicina tradicional. A medicina tradicional tem uma representagdo consideravel no
continente Africano, muitas vezes atribuida a heranga sociocultural e socioeconémica da
populacdo desse continente. Na realidade, o conhecimento sobre plantas medicinais
simboliza, muitas vezes, o unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos
(Maciel e Veiga Jr., 2002). A atividade terapéutica das plantas usadas na medicina tradicional
pelos “curandeiros tradicionais” apoia-se numa visdo holistica do tratamento em si. As
substancias presentes nas plantas medicinais com propriedades preventivas e/ou curativas sao
conhecidas como principios ativos (Adebanjo et al., 1983; Kitula, 2007; Sidhu e Pannu,

2010), que diferem qualitativa e quantitativamente de planta para planta, e dos quais se
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destacam as antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos, alcaloides, entre outros
(Chevalier, 2000; Oloyede et al., 2010). Para além desses compostos, existem muitos outros
com atividade farmacologica, tais como, a morfina, atropina, codeina, esteroides, lactonas e
6leos volateis, cujo valor medicinal ¢, atualmente, aplicado em tratamentos de diversas
doengas (Chevalier, 2000; Trescote et al., 2008; Sousa, 2011). Para além da atividade acima
descrita, as plantas medicinais também revelam propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antimicrobianas, anti-adesivas e analgésicas (Okpuzor et al., 2008; Sukanya et
al., 2009; Patel et al., 2010; Khan et al., 2012; Olorunnisola et al., 2012). Sabe-se que os
principios ativos extraidos sdo usados para infusdes, xaropes, 6leos essenciais unguentos e
cremes (Sofowora, 1993; Vertuani et al., 2002; Wilkinson e Cavanagh., 2005; Fakeye et al.,
2009; Sousa, 2011).

O continente africano possui varias plantas endémicas, com um elevado potencial
agronomico e comercial, contudo muitas dessas espécies, ndo sdo valorizados devido ao
desconhecimento das suas propriedades fisico-quimicas ¢ farmacolodgicas (Gebauer et al,
2002). Na verdade, os frutos sdo de extrema importancia na dieta da populacdo africana rural
e também providenciam muitos micronutrientes essenciais. Muitos estudos cientificos
provaram que os frutos africanos sdo uma fonte rica em compostos antioxidantes e o seu
consumo deve ser promovido com o intuito de resolver muitos problemas derivados do
desequilibrio nutricional das comunidades rurais em Africa (Afolayan e Jimoh, 2009; Masola
et al., 2009; Chadare et al., 2009; Vimalanthan ¢ Hudson, 2009; Buchamann et al., 2010;
Nhukarume et al., 2010).

Adansonia digitata L. (familia Bombacaceae) ¢ uma arvore nativa da savana Africana,
muito usada na medicina tradicional africana, vulgarmente designada como “pequena
farmacia” ou “arvore do quimico”(Ramadan et al.,1994). Esta arvore ¢ importante para os
habitantes de Africa, nomeadamente nos periodos de seca, pois oferecem protecio e
providenciam comida, agua e material medicinal. O fruto baobab de Adansonia digitata
divide-se em casca, polpa, sementes. Todos eles foram estudados por varios cientistas devido
as suas propriedades benéficas e apresentam-se como recursos naturais para o

desenvolvimento de produtos farmacéuticos, suplementos nutricionais, cosméticos e
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medicinais (Gruenwald e Galizia, 2005; Wilkison, e Cavanagh, 2005; Wilkinson, 2006;
Chadare et al., 2009; Vimalanthan ¢ Hudson, 2009; Fakeye et al., 2009; Blomloff et al.,
2010).

O seu uso na industria cosmética tem ganho particular interesse pois a sua adi¢do nas
formulagdes quimicas de cremes faciais ¢ em maquilhagem pode ser uma nova forma de
aumentar o prazo de validade dos produtos devido ha presenca de antioxidantes
hidrossoluveis e lipossoliveis presentes no fruto (Vertuani et al., 2002). No Canada, por
exemplo, recorre-se a este fruto africano para a formulagdo de cosméticos (Gruenwald e
Galizia, 2005; Wilkinson e Cavanagh, 2005; Wilkison, 2006). Para além das aplicacdes
supracitadas, ainda existe outra forma promissora do uso do baobab como alimento funcional
devido ha sua riqueza em compostos nutracéuticos, definidos como compostos naturais
incluidos nos alimentos e que apresentam propriedades benéficas na satide (Coppens et al.,

2006; Moraes e Colla, 2006; Bernal et al., 2010).

Mediante o que foi referido, este trabalho foi desenvolvido com base na avaliacao
quantitativa de alguns compostos bioativos considerados como os principais responsaveis por
conferir atividade antioxidante da polpa do fruto baobab proveniente de Angola. Admitindo
que as condigdes edaficas e climatéricas exercem influéncia no processo biossintético destes
compostos tentou-se averiguar essa hipotese e comparar o fruto angolano de Adansonia

digitata com outros frutos da mesma espécie mas originarios de paises diferentes.
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Capitulo I1. Objetivo

A populagdo mundial tem demonstrado uma crescente preocupagdo com os cuidados
na saude e, atualmente sabe-se que a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes diminui o

risco de ocorréncia de doencas.

Este trabalho teve como principal objetivo quantificar os compostos com maior

representacao a nivel de propriedades antioxidantes.

Foram avaliados os teores de acido ascorbico, fenolicos totais e carotendides totais na
polpa do fruto baobab angolano e analisou-se o seu poder antioxidante pelo método

espectrofotométrico do radical livre DPPH".
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Capitulo 111. Revisdo Bibliogréafica

3.1. A ARVORE (Adansonia digitata L.)

O género Adansonia da familia Malvaceae (Bombacaceae) ¢ conhecido por possuir
muitos nomes comuns, sendo o “baobab”o mais comum, no entanto, em determinados paises
como Angola, Namibia, Mocambique e Madagascar, também ¢ apelidado como fruto do
Embondeiro. A arvore, tal como ao seu fruto, sdo atribuidos outros nomes de caracter menos
cientifico, tais como arvore do rato morto, devido a forma como os frutos se encontram na
arvore, arvore do macaco-pao devido a associagdo feita a pele do macaco e pelo seu interior
seco semelhante a farinha ou arvore de cabeca para baixo devido a morfologia dos ramos
esparsos assemelharem-se a raizes. A arvore Adansonia digitata também conhecida como
arbre de mille ans (arvore dos mil anos) ou calebassier du Sénégal, nome que derivou a
Calabaceira como ¢, atualmente, conhecida na Guiné-Bissau. O género Adansonia engloba 8
espécies, em que uma delas cresce na Australia, sete em Africa estando seis restritas & ilha de

Madagascar (Gebauer et al., 2002).

Adansonia digitata L. (Figura 1) é uma espécie endémica africana, que se difundiu por
diferentes regides quentes e secas da Africa Tropical, caracterizada como uma arvore de
grande porte, decidua e cuja altura oscila entre os 5 e 0s 25 metros (excecionalmente 30 m), e
cuja longevidade pode atingir centenas ou milhares de anos sob condi¢des favoraveis (Von
Maydell, 1990). E conhecida como a “arvore da vida” devido a sua capacidade de retencdo de
agua, bem como ao seu uso tradicional como medicamento e como alimento (Wickens e

Lowe, 2008).

=

Figura 1. A) Arvore Adansonia digitata L.. B) Aspeto dos frutos.
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Adansonia digitata apresenta ramos grossos, largos ¢ espalhados e um tronco
robusto e muito espesso na base, chegando a atingir 10-14 metros em didmetro. A forma do
tronco varia, sendo cénica em arvores jovens, em arvores mais velhas pode ser cilindrica, em

forma de garrafa ou com ramificagdes perto da base (Gebauer et al., 2002).

A propagacdao da espécie ¢ realizada, basicamente, por sementes que podem ser
recolhidas dos frutos previamente colhidos ou das sementes dos frutos que caem
aleatoriamente da arvore. Depois de esmagar a casca, semelhante a uma concha lenhosa e
dura, as sementes sdo extraidas da polpa seca e acida. As sementes de baobab possuem uma
casca muito dura e o processo de germinagdo ¢ dificil (Sidibe e Williams, 2002). No cultivo
intencional, a dorméncia pode ser terminada através da imersdo da semente em agua quente
durante alguns minutos ou pela remocdo total da pele da semente (Osman, 2004). Outro
método utilizado para a germinagdo ¢ por escarificacdo acida, que resulta na imersdo das
sementes em acido sulftrico, durante 6 a 12 horas a temperatura de 19°C a 25°C. Este
método ¢ reconhecido como um método ideal para a remogao total da pele da semente do

fruto e, possibilita o aumento do processo de germinagao (Danthu et al.,1995).

3.2.0 FRUTO

Adansonia digitata possui um fruto cuja polpa esta inserida numa capsula externa
muito resistente, o epicarpo e que pode diferir na forma apresentando, normalmente, 12 a 40
cm de comprimento ¢ 7 a 17 cm de didmetro, com coloragdo branca ou rosa, mediante a
espécie (Von Maydell, 1990). A parte interna do fruto, o mesocarpo, quando maduro,
apresenta um sabor ligeiramente 4cido que se deve, essencialmente, ha presenca de teores
elevados de 4cidos organicos tais como o acido citrico, tartarico, malico, succinico e
ascorbico (Nour et al., 1980; Fenner, 1980; Danthu et al., 1995). A polpa do fruto pode ser
mastigada, chupada ou comida com leite e ainda pode ser utilizada na preparagao de bebidas
refrescante, ou utilizada para a confe¢do de molhos para comida e, quando tostada, pode ser
utilizada como repelente de moscas do gado (Kurebgaseka cit. in  Gruenwald e Galizia,

2005).
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No interior do fruto (Figura 2), a polpa encontra-se dividida em pequenos
aglomerados, que contém filamentos (fibras castanhas) que subdividlem a fruta por
segmentos, sendo necessaria para a sua separacao apenas um ligeiro processo mecanico, sem
nenhum processo de extragdo, concentragdo ou tratamento quimico, assegurando assim as

caracteristicas de um alimento minimamente processado (Nour et al., 1980).

Figura 2. Apresentagdo do interior do fruto de Adansonia Digitata L., vulgarmente designado por mucua,

baobab ou fruto do embondeiro.

3.3. PRINCIPAIS APLICACOES DO FRUTO

A populagido africana utiliza o baobab quer a nivel medicinal quer a nivel nutricional,
sendo o seu aproveitamento total, ou seja, utilizando-se todos os constituintes da arvore:
folhas, casca e frutos (sementes, polpa e casca). Estes beneficios/aplicagdes medicinais estdo
relacionados com a presenga de certos compostos bioativos, estando descritos os esterois,
triterpenos, saponinas, taninos ¢ polifendis (Ramadan et al., 1994; Vertuani et al., 2002;
Masola et al., 2009).

As sementes do baobab podem ser consumidas secas ou assadas, e muitas vezes
substituem o grao de café. Caracterizadas pela sua riqueza proteica, em certos paises, como

no Suddo, sdo adicionadas as sopas e a outros pratos confecionados como suplementos
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alimentares (Venter ¢ Venter, 1996; Dirar, 1993). O 6leo extraido das sementes também ¢
utilizado para fins terapéuticos, nomeadamente como elixir oral cujas propriedades

analgésicas diminuem as dores de dentes (Sidibe e Williams, 2002).

A polpa do fruto ¢, habitualmente, comida fresca, apresentando um sabor doce-
amargo, semelhante ao do tamarindo (fruto originario das savanas africanas mas de uma
familia diferente o baobab), muito apreciado pelo povo africano, no entanto, a polpa pode ser
processada para a obten¢do de doces. Por vezes, ¢ usada na preparacdo de sumos nutritivos
onde a polpa seca ¢ misturada com agua, sendo posteriormente adicionado agiicar. Também
pode ser utilizada na preparacao de bebidas alcodlicas espirituosas com baixo teor alcodlico,

através da sua mistura com outros compostos (Ibiyemi et al., 1988).

Relativamente aos produtos da arvore, estdo descritas intimeras aplicagdes para a
casca, uma vez que esta produz uma fibra forte ideal para o fabrico de cordas, tapetes, bolsas
e chapéus, enquanto as fibras finas da parte interna da casca sao utilizadas na industria da
tecelagem (Sidibe e Williams, 2002). A madeira da 4rvore também ¢ usada,
principalmente, como combustivel e, em menor escala, como matéria-prima no fabrico de

instrumentos musicais (Gebauer et al., 2002; Sidibe ¢ Williams, 2002).

As folhas de Adansonia digitata fazem parte da alimenta¢do das populagdes rurais,
especialmente na regido central do continente africano. S3o fontes exdgenas ricas em
proteinas, usadas como legumes para a confe¢do de sopas ou cozidas e consumidas como os
espinafres, consideradas como uma fonte rica de proteinas, lipidos e micronutrientes,

particularmente, célcio e ferro (Sidibe e Williams, 2002 e Venter e Venter, 1996).

O baobab, como ¢ identificado em Angola, ¢ tradicionalmente usado como
antipirético, analgésico, antidiarreico, anti-inflamatorio e no tratamento de certas doencas
como disenteria, sarampo e varicela (Wickens, 1982). Por sua vez, o sumo da polpa ¢ usado
para o tratamento de diarreia e disenteria (Sidibe e Williams, 2002). A casca, bem como a
polpa e as sementes do fruto aparentam conter um antidoto para o envenenamento causado

por algumas espécies de cobras (Wickens, 1982; Sidibe e Williams, 2002).
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3.4. BENEFICIOS DO FRUTO DE ADANSONIA DIGITATA L.

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma crescente preocupagao com os cuidados de
salide e sabe-se que a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes diminui o risco de

ocorréncia de certas doengas (Vimalanathan ¢ Hudson, 2009).

Na tentativa de neutralizar os efeitos prejudiciais dos danos oxidativos torna-se
conveniente introduzir habitos alimentares saudaveis, com alimentos ricos em nutrientes

com propriedades antioxidantes.

Segundo Manfredini (2002) a polpa do fruto baobab apresenta uma quantidade igual
de fibras soluveis e insoluveis (25% de cada) e que podem representar cerca de 45g/100g de
produto. As fibras dietéticas sdo consideradas como componentes importantes da dieta,
desempenhando um papel importante na fisiologia do sistema digestivo pela redugdo do risco
de neoplasias no sistema digestivo, particularmente o cancro do célon, obesidade e diarreias.
Devido ao fato das fibras insoluveis ndo serem digeridas, estas promovem o esvaziamento
gastrico, através de estimulos dos movimentos géstricos e o aumento do volume fecal atuando
na prevencao de diarreias e na inducdo da sensagdo de saciedade fato importante para dietas

de baixos niveis caloricos.

Ainda relacionando com a polpa do fruto, um estudo desenvolvido por Ramadan et al.
(1994) em ratos provou que a polpa do baobab apresentava atividade analgésica e antipirética,
com efeitos semelhantes aos causados pela administragio de 50 mg/kg de éacido
acetilsalicilico. Esses resultados podem explicar a aplicagdo de Adansonia digitata como

antipirético e febrifugo na medicina popular.

Para os extratos da polpa do fruto, das sementes e das folhas também estao descritas
propriedades antimicrobianas e antifingicas, nomeadamente contra Bacillus subtilis,
Escherichia colia, Mycobacterium leprae e Penicillium crusto-sum, Candida albicans e

Saccharomyces cerevisiae, respetivamente (Le Grand, 1989).
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Também ja estdo descritos os beneficios da polpa do baobab devido ha sua
composi¢dao em fitoquimicos com propriedades antioxidantes, nomeadamente pelo seu teor
elevado em acido ascorbico que pode variar entre 2.8 a 3g/kg, correspondendo a um teor seis

vezes superior ao observado numa laranja (Vertuani et al., 2002).

3.5. COMPOSTOS DE IMPORTANCIA FUNCIONAL

Segundo Lajolo (2005) o s alimentos funcionais, ou alimentos com alegacdes de
funcionais, sdo todos os alimentos descritos como alimentos semelhantes ao alimento
convencional, consumidos como parte da dieta habitual e que sejam capazes de produzir
efeitos metabolicos ou fisioldgicos uteis para a manutencdo de um bom estado de saude
fisica e mental, podendo auxiliar na reducdo do risco de doencas crénicas, para além
de cumprir as suas fungdes nutricionais basicas. Complementando a defini¢do, o autor
salienta ainda que pode-se falar em “ingrediente funcional” ou “nutracéutico” o composto
responsavel pela agao biologica presente no alimento. Estes compostos sdo designados

por fitoquimicos ou compostos bioativos.

Muitos estudos sugerem que o consumo de frutas ricas em compostos fenolicos e
outros fitonutrientes contribuem para o bem-estar e saide do homem, associados com as
propriedades antioxidantes dos mesmos (Nhukarume et al., 2010; Compaoré, et al.,

2011).

O stress oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre as concentragdes
de radicais livres e os compostos antioxidantes capazes de neutralizar esses radicais.
Muitas vezes, o stress oxidativo ocorre pela incapacidade parcial de resposta do nosso
sistema imunologico ou pela exposicdo excessiva a fatores externos, tais como a
poluicao a radiagdo UV, a exposicdo ao monoxido de carbono. Os compostos
bioativos, provenientes da dieta, podem ajudar a suprir esta deficiéncia conferindo
propriedades metabdlicas de protecdo, prevengdo ou até reducdo dos efeitos causados

pelo stress oxidativo (Huong et al., 2005; Rufino et al., 2010; Deng et al., 2012).

10



Estudo de compostos bioativos presentes em Adansonia digitata e o seu potencial fitoquimico na industria

farmacéutica

Composto antioxidante pode ser definido como uma qualquer substancia que,
mesmo presente em concentragdes baixas, quando comparadas com as
concentragdes do substrato oxiddvel, permite um atraso ou inibe o processo de
oxida¢do desse substrato de uma maneira eficaz (Rodrigues et al., 2003). Esta
defini¢ao generalizada ndo restringe a atividade antioxidante para nenhum dos grupos

de compostos quimicos especificos e ndo se refere a um mecanismo particular de agdo

(Rice-Evans, 2004).

1.

2.

3.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

3.5.1. Acido ascorbico

O 4cido ascorbico ¢ um composto antioxidante importante na nutricdo humana
(Nour et al., 1980; Ighodalo et al., 1991; Saka et al., 1994; DosSantos ¢ Damon, 1996;
Manfredini et al., 2002). A vitamina C ¢ uma das vitaminas mais importantes presente
nos frutos e habitualmente usada como agente antioxidante em preparagdes
farmacéuticas, no entanto, quimicamente ¢ uma vitamina fotossensivel e termolabil
(Penicaud et al., 2010). Por apresentar atividade antioxidante, a vitamina C (Figura 3)
¢ a primeira molécula de defesa contra os radicais livres produzidos pelo oxigénio.
Esta vitamina reage diretamente com os radicais superoxidos, hidroxilos e oxigénio
singleto e apresenta importancia fisioloégica devido a sua participagdo em diversos
mecanismos do organismo, tais como, na formac¢ao do tecido conjuntivo, producao de
hormonas e anticorpos, sintese de aminoacidos nao essenciais e prevengdo do

escorbuto (Rys$ et al., 2009).

OH H OH

HO 0 0 HO O ;},Cl HO 0 O

HO OH 0 0- 0 0

AA RA ADHA
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Figura 3. Esquema da reacdo de oxidagdo do acido ascorbico (AA) a acido desidroascorbico
(ADHA), com a formagao do radical ascorbilo como composto intermediario (Buettner e

Schafer, 1997).

A polpa da fruta do baobab ¢ reconhecida pelos seus elevados teores de vitamina
C, apresentando particular interesse quando comparada com outros frutos cuja

caracteristica principal se prende com o seu teor elevado em éacido ascorbico (Tabela 1).

Tabela 1- Comparagdo dos teores de vitamina C (mg/100 g) de algumas frutas, incluindo o baobab

(adaptado de Vertuani et al., 2002).

Frutos Nome cientifico mg acido ascorbico/100g produto
Baobab Adansonia digitata 150 — 499
Kiwi Actinidia chinensis 52-120
Laranja Citrus sinensis 46
Maga Malus sylvestris 6
Péssego Prunus persica 4-13
Morango Fragaria x ananassa 61

A capacidade antioxidante do fruto de Adansonia digitata esta bastante estudada
devido ao seu elevado contetido em compostos antioxidantes (Vertuani et al., 2002;
Besco et al., 2007; Lamien-Meda et al., 2008; Blomhoff et al., 2010). Mediante as
caracteristicas supracitadas, o fruto baobab é comumente utilizado em Africa como
substituto do leite materno uma vez que a sua riqueza em vitamina C promove a

capacidade absortiva do ferro e do célcio (Wickens e Lowe, 2008).

1.

2.

3.
3.1.
3.2.
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3.3.

3.4.

3.5.
3.5.1.

3.5.2. Compostos Fendlicos

Do metabolismo secundario das plantas sdo sintetizados os compostos fendlicos,
essenciais para o sistema de defesa das mesmas. Estes compostos formam-se sob
condigdes de stress, tais como infe¢des, danos celulares, exposi¢do intensa as radiagdes
UV e, normalmente, atuam como agentes antioxidantes e antimicrobianos nos tecidos

vegetais (Naczk e Shaidi, 2004).

Os compostos fenolicos sdo todos aqueles que ndo sendo compostos azotados
apresentam um ciclo ou ciclos aromdticos e derivam do metabolismo do 4acido
chiquimico e/ou de um poliacetato. No reino vegetal estdo descritos mais do que 8000
compostos fendlicos. Estima-se que o consumo de elevados teores de frutas por dia,
promovam a ingestao de 1g de fenolicos totais. O grupo dos compostos fenolicos pode-
se dividir em compostos flavonoides (Figura 4) e ndo flavonoides, onde sdo incluidos
as antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanois (catequinas) e
as proantocianidinas e os acidos fenolicos e cumarinas, respetivamente (Karakaya,

2004; Proenga da Cunha, 2005).

Relativamente ao seu potencial antioxidante, estes compostos interagem,
preferencialmente, com o radical peroxilo (ROO) devido ha sua maior prevaléncia
durante a etapa de auto-oxidagdo e também devido ao fato de possuirem menor carga
energética comparativamente com outros radicais, o que permite o favorecimento da
remocao do seu hidrogénio. O fenoxilo (radical resultante) embora relativamente estavel
pode interferir na reagdo de propagacao ao reagir com um radical peroxilo € o composto
resultante, através da ag¢do da luz ultravioleta e de temperaturas elevadas, podera
promover a formacdo de novos radicais, comprometendo a eficiéncia do composto
antioxidante, uma vez que a eficiéncia ¢ determinada pelos grupos funcionais presentes,
pelo tamanho da cadeia desses grupos e pela posicdo que ocupam no anel aromatico

caracteristico destes compostos (Priscila e Neuza, 2007).
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Nos frutos, os polifendis sdo compostos bioativos responsaveis pelo efeito
protetor de doencas, como a doenga corondria, cancro ¢ diabetes (Asami et al., 2003).
Varios estudos in vitro tém comprovado que os flavonodides podem inibir ou induzir o
mecanismo de catalise enzimatica em processos reguladores do metabolismo humano,
tais como, divisdo e proliferacdo celular, agregacdo plaquetaria, destoxificacdo,
resposta inflamatoria e imune do organismo humano (Seinfried et al., 2007 e

Williams et al., 2004).

Como agentes antioxidantes, poder-se-4 referir que o grupo dos flavonois
apresentam maior atividade antioxidante do que o grupo das flavonas devido ha
presenga do grupo hidroxilo nas posicdes 5 e 7 do anel A. A quercetina, 3,5, 7, 3°,
4’- pentahidroxiflavona, um dos flavonoides mais comumente encontrado nos
alimentos, especialmente nos frutos, ¢ considerado como um antioxidante por
exceléncia devido ha presenca de grupos hidroxilos no anel B e também pela presenca

da dupla ligagdo no anel C (William et al., 2004).
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Caempferol H OH OH Flavanona R F Ra
Flavona R R Rs Hesperitina OH OCH3 H
Luteolina OH OH H Taxifolina OH OH OH
Apigenina H OH H MNaringenina H OH H
OH OH
OH OH
Flavanol
HO 0
“oH
OH OH
Catequina Epicategquina

Antocianidina R B
Isoflavenas B, Delfinidina OH O
Daidzeina H hialvidina OCH3 CCH3
Genisteina OH Cianidina O H
Pslarsonidina H H

Figura 4. Estrutura quimica das principais classes de flavonoides distribuidas na natureza.

Os flavonoides tém inimeras fungdes na natureza e formam um vasto grupo de
metabolitos secundarios com atividades biologicas muito diversas. Estes sintetizam-se
nas plantas e participam na fase luminosa da fotossintese durante a qual catalisam o
transporte de eletrdes. A sua formacao tem lugar a partir dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina e também de unidades de acetato. Os flavondides eram referidos
como constituintes vacuolares ou aparecendo nas ceras das folhas e nos exsudados, mas,

recentemente descobriu-se que também podem estar ligados a parede celular.

Desde 1936, ano em que Szent Gyorgyi descobriu a acao anti-hemorragica, que
muitas das propriedades terapéuticas tém sido atribuidas aos compostos polifendlicos.

Das principais atividades bioldgicas destes compostos, destacam-se o efeito
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cardioprotetor capaz de reduzir a mortalidade por doengas corondrias; atividade
antiperoxidativa a nivel das membranas celulares do figado; atividade antioxidante;
inibidores da carcinogénese pulmonar antitumoral; atividade antibacteriana.
Considerando-se os flavondides, de entre os compostos fendlicos, relativamente pouco
toxicos para o homem, estes induzem o interferdo (atividade antiviral), inibem a
atividade da tirosina cinase dos produtos oncogénicos e inibem a sintese do DNA nas
células tumorais, permitido a inibicdo da proliferacdo celular anormal. Também estao
descritas outras agodes fisioldgicas, como a atividade antidiarreica; protetores solares;
atividade estrogénica de algumas isoflavonas (Hollman et al., 1996; Tapas et al., 2008;
Lafuente et al., 2009).

3.5.3. Carotendides

Os carotenodides s3o um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais,
devido a sua vasta distribuig¢do, diversidade estrutural ¢ numerosas funcionalidades.
Apesar das plantas serem a sua principal fonte, também sdo encontrados em animais e
microrganismos. Os carotendides sdo responsaveis pela coloragdo vermelha, laranja e
amarelo das folhas, frutos e flores, assim como das cores de alguns péssaros, insetos,
peixes e crustaceos (Vinha, 2005). Estes compostos caracterizam-se por possuirem pelo
menos 10 duplas ligagdes conjugadas, o que explica a sua coloragdo amarelada ou
alaranjada, a sua elevada capacidade de fixacao do oxigénio monomolecular durante os

processos fotoquimicos e o seu poder antioxidante.

Nos ultimos anos, tem sido dada especial atengdo a presenca e concentragdes de
carotendides presentes nas matrizes alimentares devido ao fato de estes contribuirem
beneficamente em diversas atividades fisioldgicas. A andlise de carotendides ¢
complexa, devido a sua diversidade e ha presenga das suas formas isoméricas Cis-trans.
Além disso, uma grande variedade de alimentos de origem vegetal e animal contém
carotenodides (Vinha, 2010). O sistema conjugado de dupla ligacdo nos carotenodides
produz particular instabilidade, especialmente em condi¢des de luminosidade, calor,
oxigénio e 4cidos, constituindo os principais problemas na manipulacdo de

carotendides. Os carotenoides presentes nos legumes e frutos tém uma acao preventiva




Estudo de compostos bioativos presentes em Adansonia digitata e o seu potencial fitoquimico na industria

farmacéutica

sobre as afegOes degenerativas, o que tem sido explicado pela atividade antioxidante,

principalmente devida aos carotenos (Tabart et al., 2009).

Os carotenos (B,y € o ) e a criptoxantina s3o pro-vitaminas A que depois ¢
transformada pelos animais em retinol (vitamina A). Esta vitamina atua sobre o
crescimento e diferenciacdo dos tecidos (processos bioquimicos essenciais) e sobre a
visdo, através da ativagdo da rodopsina (pigmento da retina) extremamente sensivel a

luz e indispensavel para a visdo sob escassa luminosidade (Proenga da Cunha, 2005).

Muitos estudos mostram uma forte correlacio entre a ingestdo de carotendides e
a diminuicdo dos riscos de algumas doengas, como cancro, aterogénese, calcificagdo
Ossea, degeneracdo ocular ¢ danos neuronais (Tabart et al., 2009; Lam et al., 2007 ¢
Javanmardi e Kubota, 2006). O risco reduzido de alguns tipos de cancro e a baixa
incidéncia de doengas isquémicas cardiacas tem sido atribuido a acdo farmacoldgica dos
carotendides, particularmente do licopeno e do B-caroteno (Barba, 2006; Javanmardi e

Kubota, 2006; Lam et al., 2007; Tabart et al., 2009).

3.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Conforme referido anteriormente, os compostos antioxidantes sdo substancias
capazes de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacao do substrato. Existem
duas categorias de antioxidantes, nomeadamente os de origem natural e os designados

sintéticos (Touré e Xueming, 2010; Cheung et al., 2003).

As plantas que se encontram num clima quente, como no continente africano,
estdo sujeitas a temperaturas elevadas e encontram-se demasiado expostas a luz solar.
Assim, para sobreviverem a fatores tdo agressivos, desenvolveram a capacidade de
produzir compostos capazes de as proteger contra as radiagdes ultravioleta,
minimizando o efeito da degradacdo oxidativa e o envelhecimento prematuro (Touré e

Xueming, 2010).

Para avaliar a importancia da atividade antioxidante, ¢ essencial conhecer o

mecanismo de formagdo dos radicais livres e a subsequente degradacao dos produtos
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alimentares. Um radical livre ¢ qualquer espécie com existéncia independente que
contém um ou mais eletrdes desemparelhados. A presenga destes eletrdes torna as
espécies altamente reativas. A formacgdo desses radicais ocorre na rutura de uma ligacao
covalente, em que cada eletrao partilhado fica no seu dtomo, num processo designado

por cisdo homolitica.

As caracteristicas quimicas dos antioxidantes incluem a sua solubilidade,
habilidade regenerativa, relacdo estrutura/atividade e biodisponibilidade, que s3o fatores
importantes quando se considera o papel destes compostos na saide humana (Kaur e
Kapoor, 2002). Stahl e Sies (2003, 1996) sugeriram que as interagdes entre compostos
estruturalmente diferentes e que possuam atividade antioxidante varidvel promovem a

protecdo adicional contra o stress oxidativo.

Na verdade, ¢ j4 do conhecimento geral que os compostos antioxidantes siao
importantes na preven¢do de doencas e alguns antioxidantes também sdo capazes de
sequestrar i0es metalicos (ferro ou cobre), cofatores importantes para o

desenvolvimento da oxidag¢ao lipidica (Vinha et al., 2012a; 2012b).

Os antioxidantes ajudam a prevenir o stress oxidativo associado a doengas como
cancro, envelhecimento, inflamatério, doengas cardiovasculares, diabetes, hipertensao,
enfarte do miocardio e Alzheimer devido a eliminagdo dos radicais livres que
contribuem para essas doengas (Kaur ¢ Kapoor, 2001; Lako et al., 2007; Blomhoff et
al., 2010; Neergheen et al., 2010). E do conhecimento geral que uma dieta rica em
frutos e vegetais, e como tal rica em vitamina C e E assim como em carotenodides e
compostos fenolicos, ajudam a prevenir doengas oxidativas (Glew et al., 2005, Kaur ¢

Kapoor, 2002 e Leung, 1968).

Servindo como base o seu elevado poder antioxidante, varios autores tém
concluido que o fruto de Adansonia digitata é o novo ingrediente “ milagroso” para a

promogao da saude (Vertuani et al., 2002; Lako et al., 2007).
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3.6.
3.6.1. Métodos de Avaliacdo da Atividade Antioxidante in vitro

Tendo em vista uma rapida avaliacdo da eficacia antioxidante de compostos
quimicos ou extratos vegetais, muitos investigadores seguiram 0S MESMOos
procedimentos em diferentes estudos realizados até a data. Segundo Anderson e Phillips
(1999), a utilizacdo de métodos in vitro, cuja finalidade é a avaliagdo do potencial
benéfico dos compostos antioxidantes, estd repleta de dificuldades experimentais. As
reagOes envolvidas na oxidagao e redugdo sdo extremamente sensiveis ao meio no qual
elas ocorrem, particularmente, a concentragcdo de oxigénio, a presenca de ides metalicos
de transicdo e aos numerosos compostos com potencial 6xido-redugdo. Assim, ndo ¢
rara a obtencdo de resultados contraditérios na avaliagio de um tunico composto

antioxidante, utilizando-se diferentes sistemas in vitro.

Van Boekel e Jongen, em 1997 publicaram que os alimentos sdo matrizes
complexas com varios fatores que interagem entre si. Desse modo, medir a capacidade
antioxidante de alimentos pode estabelecer uma classificacdo de alimentos saudaveis.
Existem diversos componentes antioxidantes em tecidos animais e vegetais, o que torna
relativamente dificil medir a acdo de cada componente antioxidante separadamente.
Além disso, pode existir o efeito sinérgico entre os diferentes compostos antioxidantes
presentes no alimento. Desse modo, a atividade antioxidante total da amostra pode ser
maior do que a soma da atividade de cada composto, quando medida isoladamente.
Nesse caso, o isolamento de um composto ndo refletird exatamente a sua acdo
antioxidante. Varios métodos analiticos tém sido propostos para determinar a atividade
antioxidante total de extratos bioldgicos, com o objetivo de avaliar a capacidade

antioxidante total das amostras (Brand et al., 1995).

Os investigadores Niki, em 2002, ¢ Van Boekel e Jongen (1997), sugeriram que
a avaliag¢do da bioatividade, como a capacidade antioxidante, pode ser mais util quando
se considera a avaliacdo dos beneficios gerais dos alimentos do que a avaliagdao de um
micronutriente especifico, especialmente no caso de alimentos processados. Os testes
acelerados, recorrendo a condi¢des padronizadas de oxidacdo acelerada (oxigenagdo

intensiva, tratamento térmico e/ou catilise metalica), permitem estimar, de forma
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rapida, a estabilidade oxidativa de acidos gordos ou a eficacia “tedrica” de um
antioxidante, isolado ou em associa¢do. Uma vez que os fendmenos naturais de
oxidacdo sdo processos lentos, desenvolvendo-se frequentemente ao longo de vérios
meses. Deste modo, os testes de estabilidade acelerados assumem particular importancia

na rotina analitica (Silva et al., 1999).

3.6.1.1. Meétodo do radical livre DPPH’

O método do DPPH" utiliza o radical livre disponivel comercialmente DPPH’,
que ¢ solivel em metanol (Brand et al., 1995). O grau de descoloragdo do radical
DPPH’ a 517 nm pela agdo dos antioxidantes ¢ medido espectrofotometricamente numa
solugdo metandlica até o valor de absorvdncia permanecer constante e indicar a
eficiéncia do antioxidante adicionado na remo¢dao do radical. Alguns autores
recomendam a utilizagdo do método do DPPH’ por ser uma metodologia analitica facil e
precisa na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir de frutas e/ou

legumes.

O modelo de sequestro do radical estivel DPPH™ ¢ um método amplamente
utilizado para avaliar a atividade antioxidante num intervalo de tempo considerado
relativamente curto, quando comparado com outros métodos analiticos descritos. O
efeito dos antioxidantes no sequestro do radical DPPH’ ¢ atribuido a capacidade desses
compostos doarem hidrogénio. Este método foi reconhecido por Leong e Shui (2002)

como uma “ferramenta” til na avalia¢do da capacidade antioxidante total dos frutos.

De acordo com Niki (2002), varios métodos tém sido utilizados para avaliar a
atividade antioxidante, no entanto, ndo existe, ainda, uma metodologia simples e
universal que meca a acdo antioxidante de uma forma qualitativa e quantitativa.
Segundo o autor, existem dois pontos que devem ser tomados em consideragdo durante
a medicdo: (a) a eficacia do sequestrador de radicais livres, que ¢ determinada nao
apenas pela reatividade do antioxidante em direcdo ao radical livre, mas também
atendendo a sua concentragdo; (b) a eficacia do sequestrador mediante a sua localizacao.

Por exemplo, a vitamina C pode ser considerada como um bom sequestrador de radicais
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hidrofilicos, porém nao exerce boa funcdo sequestrante em radicais de natureza

lipofilica.
Capitulo IV. Materiais e Métodos

4.1. MATERIAL

Durante a sele¢do aleatoria das amostras do fruto baobab estudado, tentou-se
controlar diversos fatores de forma a ndo interferir no rigor dos resultados,
nomeadamente, espécie e regido da colheita do fruto, condigdes de transporte e

armazenamento.

Foram analisados frutos de Adansonia digitata L. (Figura 5) provenientes de
Angola, cidade de Benguela, colhidos em Novembro de 2011, época ideal para o seu
consumo. Os frutos inteiros foram transportados de avido, hermeticamente selados e
acondicionados a nao sofrerem danos fisicos nos frutos que poderiam influenciar

negativamente as propriedades quimicas do mesmo.

W

Figura 5. Aspeto interior do fruto de Adansonia digitata L.

As amostras foram preparadas vinte e quatro horas apds rececdo. Os frutos
foram cortados, removendo-se a casca dura e separando-se a polpa das fibras. Para
proceder a separagao total da semente envolvida pela polpa, recorreu-se a utilizacao de
um raspador manual, de forma a garantir quantidade de polpa suficiente para a

realizacdo das determinagdes analiticas.

4.2. REAGENTES
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O reagente de Tillmans (2,6 diclorofenol), carbonato de sédio, acido oxalico,
etanol, n-hexano, acetona e o 4cido ascorbico foram obtidos da Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA. O metanol, o reagente de Folin-Ciocalteu, hidroxido de sédio e o
acido galico foram adquiridos da Panreac Quimica Lda., Portugal. Todos os reagentes e
solucdes foram preparados através de um sistema de purificagdo de agua Milli Q
(Millipore, Bedford, MA). O antioxidante sintético BHT (2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol), utilizado como controlo para a atividade antioxidante foi obtido da Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA.

4.3. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

4.1.
4.2.
4.3.
4.3.1. Acido ascorbico (Vitamina C)

Diluiram-se 5g de amostra, previamente homogeneizada, em 90 mL de acido
oxalico (0,4%). Apds homogeneizacdo total, tomou-se uma aliquota de 2 mL, a qual
foram adicionados 50 mL de agua destilada para posterior titulagdo com reagente de
Tillmans (Pregnolatto e Pregnolatto, 1985). O método analitico baseia-se na reducao do
2,6-diclorofenol (DIP) pelo acido ascorbico através de uma titulagdo direta utilizando-se
a fenolftaleina como indicador. A quantidade de 4cido ascorbico nas amostras foi obtida
com base numa curva padrio do 4cido ascorbico (y=2.047x — 1.021x107%, r’=0.99521) ¢

os resultados foram expressos em mg acido ascorbico/100g amostra.

4.3.2. Quantificacéo dos fenolicos totais

A extragdo dos compostos fenolicos seguiu o procedimento descrito por
Genovese et al., (2003) para a determinagdo do contetido fendlico total nos frutos,
usando o reagente Folin-Ciocalteau para a quantificagdo espectrofotométrica. A amostra
(5g) foi homogeneizada em 100 mL de metanol/agua (80%), durante 1 hora, mantendo-

se constante a temperatura ¢ a velocidade de agitagdo. O sobrenadante obtido foi
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filtrado, em sistema de vacuo, e o volume final corrigido com metanol para 100 mL. A
determinagao dos fendlicos totais foi realizada de acordo com Zieliski ¢ Kozowska
(2000) com algumas alteracdes. Do filtrado final da amostra, tomaram-se 0,5 mL,
adicionando-se 8 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. A
solucao foi homogeneizada e, apds 3 minutos, acrescentou-se 1 mL de solugdo saturada
de NaCOs. Posteriormente, as solugdes ficaram em repouso durante 1 hora ao abrigo da
luz, para o desenvolvimento da cor, através da reducdo dos acidos fosfomolibdico e
fosfotiingstico, em meio alcalino. As leituras das absorvancias foram obtidas a 720 nm
por espetrofotometria (Shimadzu UV-2100), utilizando o acido galico (GA) como
padrdo e os resultados foram expressos em mg (GAE)/100g de amostra (y = 0.581x +
0.203; r*= 0.9892).

4.3.3. Quantificacao do teor de carotenoides totais

Foram pesadas 5g de amostra de polpa do fruto, adicionando-se 40 mL de
acetona pura. ApoOs agitacdo constante durante 15 minutos ao abrigo da luz, filtrou-se
sob vacuo, adicionando-se, posteriormente ao residuo, 30 mL de éter de petroleo,
repetindo-se por mais duas vezes. A solucdo resultante foi transferida para uma ampola
de decantagdo, realizando-se uma lavagem exaustiva com agua destilada, até a obtengado
de duas fases totalmente distintas. A quantificacdo dos carotendides, previamente
separada e medida volumetricamente, foi realizada por espectrofotometria UV/Vis, a
um comprimento de onda de 450 nm, usando o éter de petrdleo como branco, de acordo
com a formula abaixo representada, onde o coeficiente de extingdo para a quantificagdo

dos carotenodides totais € de 2,592 (Almeida e Penteado, 1988).

Abs x Volume x 10°

ug de carotendides/ g amostra = -
100 x E1*; , x Peso da amostra

4.3.4. Meétodo do radical DPPH’

O ensaio de captura de radicais DPPH" adaptado por Brand-Williams (1995) tem

como base a redu¢do do radical (DPPH’), que ao fixar um H" (removido pelo
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antioxidante em estudo) origina uma diminui¢do da absorvancia, permitindo calcular,
apods o estabelecimento do equilibrio da rea¢do quimica, a quantidade de antioxidante

gasta, capaz de reduzir 50% do radical DPPH'.

DPPH' + AA-H — DPPH-H + AA®

As amostras da polpa do fruto, realizadas em triplicado, foram diluidas em
metanol (80%) obtendo-se uma concentracdo de 0,Img/mL e para o padrio (BHT),
utilizou-se a mesma concentragdo (0,1 mg/mL) para que a comparagdo entre oS
resultados obtidos fosse mais rigorosa. Uma aliquota de 1,5 mL de solugdo metandlica
do radical DPPH" (20 mg/L) foi adicionada a 0,5 mL dos extratos metanodlicos para a

concentragdo supracitada.
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Capitulo V. Resultados e Discussdo

As informacdes a respeito das caracteristicas quimicas e do valor nutricional dos
frutos sdo ferramentas basicas para a avaliagdo do consumo e possivel formulacdo de
novos produtos. No entanto, até a data, constata-se a falta de publicagdes acerca da
composi¢do quimica do fruto baobab angolano. Por esse motivo neste trabalho foram
estudados os teores dos compostos antioxidantes com maior representagdo no fruto, o
que ird permitir, futuramente, o desenvolvimento de mais estudos nesta matriz
alimentar. Também ¢ importante salientar que muitos dos frutos nativos de Angola
ainda sdo utilizados apenas pela populacdo angolana, apresentando pouco ou nenhum
valor comercial, uma vez que a comercializagdo destes frutos ¢ feita em feiras livres, ou

mercados tradicionais.

A identificag¢do e quantificacdo dos compostos bioativos provenientes dos frutos
tém merecido maior aten¢do por parte dos investigadores, devido a sua importincia
nutricional. Para além disso, a diversidade destes compostos aumentou, nao s6 devido
as diferentes estruturas quimicas como também mediante a sua dispersdo e concentracao
nos tecidos vegetais, razdes pelas quais promoveram o desenvolvimento de técnicas

analiticas para permitir a identificacdo e a quantificacdo desses compostos.

O 4cido ascorbico ¢ utilizado como aditivo alimentar devido ao seu poder
antioxidante, capaz de estabilizar os radicais livres formados pela a¢do do oxigénio
(Nhukarume et al., 2008). Essa caracteristica permite justificar a sua presenca nos
alimentos, desempenhando um papel relevante na preservacdo de nutrientes dos
alimentos, como também, no aumento do tempo de vida 1util dos mesmos. Para além
disso, o acido ascérbico ¢ um nutriente essencial e que deve ser ingerido diariamente.

Pela pesquisa realizada e citada ao longo deste trabalho, verificou-se que a polpa do

25




Estudo de compostos bioativos presentes em Adansonia digitata e o seu potencial fitoquimico na industria
farmacéutica

fruto baobab caracteriza-se pelo elevado teor de vitamina C, ultrapassando o kiwi, o

morango ¢ a laranja.

Tabela 2- Teor de acido ascérbico obtido na polpa do baobab angolano.

Amostra (mg &cido ascorbico/100g)

Polpa® 216 + 0,54

 valores correspondentes a media = desvio padrdo. As determinagdes analiticas foram realizadas em

triplicado (n=3).

O valor experimental obtido para o fruto estudado foi de 216 mg/100g. Segundo
Bresco e colaboradores (2007), os teores de acido ascorbico variam entre 150 - 499
mg/100g, independentemente da origem geografica do fruto, o que esta de acordo com o

resultado obtido.

Devido as propriedades fisico-quimicas da vitamina C, esta sofre degradagdo
quando presente em frutos com elevados teores de humidade. A sua perda também se
manifesta durante o periodo de armazenamento. Uma vez que a polpa do fruto baobab
apresenta um teor de humidade pouco representativo, esta vitamina ndo softre
degradagdo e, de uma maneira geral, até tende a aumentar a sua concentracao devido as
condigdes climaticas adversas que podem promover a formagdo de radicais livres.
Nestas condicdes, os frutos desenvolvem condi¢des metabdlicas de defesa, promovendo
a biossintese de compostos secundarios com propriedades antioxidantes, que se

acumulam tanto no fruto como nas sementes do mesmo.

Embora a concentracdo de acido ascorbico seja significativa, convém referir que
a escolha do método analitico para a sua quantificacdo ¢ fundamental de forma a
evitar processos degradativos da matriz natural. O recurso a métodos de protegdo
como a adi¢do intencional de antioxidantes durante o processo de extragdo ou o uso
de atmosferas inertes. As condigdes empregues durante a fase de extracao

devem, por isso, evitar a oxidacdo, degradagdo térmica e outras modificacdes quimicas
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e bioquimicas na amostra. Os métodos utilizados para a andlise de compostos
fenolicos por exemplo, podem ser classificados pela determinacdo de compostos
fenolicos totais, quantificagdo individual e/ou de um grupo ou classe de compostos
fenolicos. Na verdade, a caracteristica antioxidante da vitamina C, da vitamina E, dos
carotendides e dos compostos fenodlicos torna-os suscetiveis a degradacao pela
oxidacdo, que pode ser influenciada pela presenga de oxigénio, luz, calor e ides
metalicos. Outro fator que dificulta a comparagdo dos resultados ¢ a variedade de
metodologias usadas para determinar o conteido dos compostos bioativos e,

principalmente, para determinar a atividade antioxidante do alimento em causa.

Conforme ja foi referido ao longo deste trabalho, os compostos fendlicos e os
carotendides também potenciam a atividade antioxidante de um fruto. Assim, na Tabela
3 estao resumidos os teores de fendlicos e carotenoides totais encontrados na polpa do
fruto angolano. A andlise de compostos fendlicos e de carotendides ¢ influenciada pela
natureza dos compostos, o método de extracdo utilizado, o tamanho da amostra, o
tempo de extragdo, as condigdes de armazenamento, o padrao utilizado e a presenga de
compostos que podem funcionar como interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos

e clorofilas.

Tabela 3 - Teores de compostos fendlicos totais, carotendides totais da polpa do baobab (Adansonia

digitata), em mg/ 100g de amostra. A atividade antioxidante foi expressa em percentagem.

Fenolicos totais Carotenoides Atividade antioxidante (%)
Polpa® 122,0 £ 0,05 0,295+ 0,5 88,30+1,36
BHT® - - 96,09+0,98

*valores correspondentes a media + desvio padrdo n=3

Para o extrato metanolico foi encontrada uma concentragao de fenois totais de
122mg/100g em equivalentes de acido galico, enquanto o teor de carotenoides foi

significativamente inferior (0,295 mg/100g).

Os valores de fenodlicos totais encontrados sdo bastante inferiores aos descritos
por Lamien—Meda et al. (2008), com 3518,33 mg GAE/100g, no entanto, a solubilidade

dos compostos fenolicos varia de acordo com a polaridade do solvente utilizado,
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do grau de polimerizacdo e das possiveis interagdes que possam ocorrer com outros
constituintes dos alimentos e que podem promover a formacdo de complexos
insoluveis. Por outro lado, muitos autores referem que os teores de fenodlicos presentes
nos frutos estdo diretamente relacionados com as condigOes edaficas e climatéricas da
regido de cultivo (Troconis-Torres et al., 2012; Vinha et al., 2012a, 2012b). Os nossos
resultados também foram discordantes com os resultados obtidos por Compaoré et al.
(2011), que afirmaram teores de fendlicos totais no fruto angolano semelhantes aos

presentes em frutos de outros paises.

Por outro lado, o processo de conservacdo das amostras exerce influéncia na
quantificacdo dos compostos bioativos. Segundo Asami et al. (2003) os frutos
congelados permitem uma maior extracao de compostos fenolicos totais devido a rutura
dos tecidos das células do fruto pelos cristais de gelo. Por sua vez Meda et al. (2008)
demonstraram que os extratos do fruto recorrendo a acetona como solvente extrator
apresentavam maior contetido de flavonoides e de fendlicos. Logo serd mais vantajoso o
uso da acetona para fazer a extragdo, nomeadamente, para a obtencdo de compostos
bioativos que possam ser incorporados na industria farmacéutica, como suplementos ou
numa vertente terap€utica. No entanto, e como garantia, da validade destes resultados,
deve-se referir que em estudos posteriores deverdo ser feitas novas extragoes,
recorrendo-se a diferentes solventes, idealmente sem toxicidade para a saude, como

agua ou etanol.

Os carotendides constituem um grupo de compostos lipossoluveis, amplamente
distribuidos entre as plantas e alguns animais, em quantidade apreciavel, responsavel
pelas coloragdes entre amarelo e vermelho, observadas nos produtos vegetais e animais.
A importancia dos carotendides ndo se restringe ao seu papel pigmentante, pois estes
compostos apresentam atividade antioxidante. Estudos epidemioldgicos demonstram
que dietas ricas em carotenoides estdo associadas a redugdo do risco de incidéncia de
cancro e doencas cardiovasculares bem como na protecao das membranas celulares e

das lipoproteinas (Bender, 2005).

O teor médio de carotenoides encontrado na polpa do fruto baobab foi de

0,295mg/100g. Este valor, embora significativamente inferior ao encontrado nos
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fendlicos totais podera apresentar relevancia quando comparado com outros estudos.
Apods pesquisa bibliografica, verificou-se que poucos estudos referem a quantificagdo
destes compostos na sua totalidade, no entanto, num estudo publicado em 2010, estdo
descritos teores de a-caroteno e luteina (0,17ug/g e 1,53ug/g, respetivamente),
compostos que pertencem a classe dos carotenoides (Sena et al., 1998 cit. Caluwé et al.,
2010).

A grande diversidade de métodos analiticos (quimicos, fisicos e /ou fisico-
quimicos) descritos para avaliar o grau de oxidacdo lipidica e a atividade antioxidante
coloca, na pratica, algumas dificuldades na sele¢do do método. Van Boekel e Jongen,
(1997) publicaram que os alimentos sdo matrizes complexas e contém varios fatores que
interagem entre si. Desse modo, medir a capacidade antioxidante de alimentos, neste
caso concreto frutos, pode estabelecer uma classifica¢do errada de alimentos saudaveis.
Existem diversos componentes bioativos nos tecidos vegetais, o que torna relativamente
dificil medir a agdo antioxidante de cada componente separadamente. Além disso, pode
existir o efeito sinérgico entre os diferentes compostos antioxidantes presentes no
alimento. Alguns autores recomendam a utilizagdo do método do DPPH’ por ser uma
metodologia analitica facil e precisa na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos
obtidos a partir de frutas e/ou legumes (Leong e Shui, 2002). Por outro lado, a atividade
antioxidante dos extratos dos frutos depende da polaridade do solvente extrator, dos
procedimentos de isolamento, da pureza dos compostos ativos, da técnica do ensaio e do
substrato usado (Arnao, 2000 e Chun., et al. 2005). A quantidade total de compostos
fenolicos e de outros substituintes redutores no extrato podem contribuir para a

capacidade antioxidante de um extrato (Arnao, 2000).

Os resultados apresentados na Tabela 2, permitem concluir que o extrato
metanodlico da polpa do fruto baobab apresentou uma atividade antioxidante
significativamente elevada quando comparada com a amostra controlo, ou seja, com
antioxidante sintético BHT (88,3% e 96,09%, respetivamente). Estes valores sdo muito
superiores aos publicados por Besco et al., (2007), os quais descreveram apenas 11% de
atividade antioxidante, atribuidos ao teor de acido ascorbico como maior contribuinte
presente na matriz. No entanto, num outro estudo defendeu-se a ideia de que a
capacidade antioxidante da polpa e¢ das folhas de Adansonia digitata esta relacionada

com um componente da planta em estudo, ou com o tipo de processamento ocorrido
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(trituragao das folhas, e separacdo mecadnica da polpa da fruta), conferindo a

manutengdo das caracteristicas naturais (Vertuani et al., 2002).

Em suma, apds comparacao de estudos, pode-se afirmar que o fruto baobab
apresenta elevada atividade antioxidante devido, essencialmente, ao seu elevado
conteado em acido ascorbico e fenodlicos totais. Muitos estudos deverdo ainda ser
realizados com o objetivo final de efetuar a caracterizagdo quimica completa deste fruto,
bem como avaliar a atividade antioxidante por diferentes métodos analiticos de forma a

reproduzir maior credibilidade analitica aos resultados encontrados.
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Capitulo VI. Concluséao

O desenvolvimento cientifico tem levado a diferentes abordagens sobre a relagao
estabelecida entre a dieta e a saide. Uma das mais estimulantes linhas de pesquisa das
ultimas décadas surgiu com a descoberta de um grupo de nutrientes que apresenta
efeitos protetores contra a oxidacdo celular. Estes compostos, que se encontram
naturalmente nos frutos, atuam como antioxidantes no organismo por meio do sequestro
de radicais livres, que estdo relacionados com a maioria das doengas cronicas nao-

transmissiveis.

A eficicia da agdo antioxidante dos compostos bioativos depende da sua
estrutura quimica e da concentra¢do destes fitoquimicos no alimento. Em func¢do da
grande diversidade quimica existente, particularmente, entre os compostos fendlicos,
tém sido desenvolvidos varios métodos analiticos para avaliar a capacidade antioxidante
das infinddveis amostras alimentares. Alguns deles determinam a capacidade dos
antioxidantes sequestrarem os radicais livres formados durante a reacdo e outros
avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacdo lipidica, através da
quantificagdo dos produtos formados pela reacdo, como dienos conjugados,
hidroxiperdxidos ou produtos derivados da decomposi¢cdo da peroxidacao lipidica. Nao
obstante a diversidade de métodos para avaliar a atividade antioxidante, poder-se-a
afirmar a titulo de conclusdo, que ndo existe até a data nenhum procedimento

metodologico universal.

Preconiza-se na literatura que os frutos e os vegetais sdo excelentes fontes de
compostos antioxidantes, caracteristicos de cada matriz alimentar, destacando-se os
fendlicos e a vitamina C como os predominantes nos frutos. A polpa do fruto de

Adansonia digitata, proveniente de Angola, apresenta atividade antioxidante elevada
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evidenciando-se, uma vez mais, o seu elevado interesse e possivel divulgacao pelos

paises europeus para o habito de consumo e promog¢ao da saude publica em geral.

Este estudo, embora preliminar, mostrou que ¢ fundamental realizarem-se mais
determinagdes analiticas, cuja finalidade baseia-se na caracterizagdo nutricional do
baobab angolano e promover a divulgag¢do dos dados obtidos, ndo s6 para atribuir maior
valorizagdo econdémica ao fruto, como pelo potencial fitoquimico na incorporacdo de

suplementos alimentares e farmacologicos.
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