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RESUMO: Euterpe oleaceaepertence a familia Palmae, uma familia importante do ponto de vista
econdmico. Os estudos quimicos desta espécie mostraram uma diversificagdo de componentes
quimicos abrangem desde acidos graxos até substancias fendlicas. Foi demonstrado em varios
estudos que plantas sdo importantes fontes de substancias com atividade antioxidante (AA). O
objetivo deste estudo foi de investigar a AA dos diferentes extratos da palmeira Euterpe oleraceae
nas concentragbes de 0,1; 1, 10 e 100 pg/ml, através de ensaios de degradagao de desoxirribose,
azul de nitro tetrazdlio (NBT) teste de redugéo e inibicdo de peroxidagdo. Todos os extratos
hidrofilicos testados mostraram a inibigéo da degradagéo da desoxirribose até 10 pg/mL. A par-
ticdo butandlica dos frutos mostrou quase 100% de inibigao da degradagéo da desoxirribose,
enquanto partigdes em acetato de etila de folhas e espigas e butandlicas de espigas e folhas,
assim como os extratos etandlicos totais de flores e folhas inibiram em torno de 75%. Os extra-
tos hexanicos de folhas e frutos foram capazes de inibir a degradagao da desoxirribose somente
em altas concentragdes. Entretanto, no teste de redugdo de NBT o extrato em diclorometano
dos frutos foi o mais efetivo, apresentando 71% de capacidade seqlestrante do radical dnion
superéxido. Os outros extratos testados mostraram cerca de 20% de redugéo da capacidade
sequestrante de radical anion superdxido nas mais altas concentragbes. Como observado para o
teste de redugao do NBT na lipoperoxidagao o extrato com maior efeito foi o extrato hexanico de
folhas que mostrou 47% de inibigao da peroxidagao a 00 pg/mL
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ABSTRACT: Antioxidant activity and dosage of phenolics of Euterpe oleraceaMart extract.
(agai). Euterpe oleracea belongs to the family Palmae, important by the economic point of view.
The chemical study with this specie showed a great diversification of chemical constituents
encompassing since fatty acids to phenclic compounds. Several siudies have been demonstrated
that plants are an important source of compounds with antioxidant activities (AA). The aim of this
study was to investigate the AA of different extracts of Euterpe palm in different concentrations
(0,1; 1, 10 and 100 pug/mL) by deoxyribose degradation assay, nitro blue tetrazolium (NBT) reduction
test and inhibition of peroxidation. All hydrofilic extracts tested showed inhibition of deoxyribose
degradation up to 10 pg/mL. Butanolic extract from fruits, ethyl acetate extract from leaves and
spikes and ethanolic extract from flowers and leaves as well as butanolic extracts from leaves and
spikes were able to inhibit from 100 to 75% of deoxyribose degradation The lipofilic extrats were
able to inhibit deoxyribose degradation only at higher concentration. However, in the NBT reduction
test the dichloromethane extract from fruits was the most effective, showing 71% of O, scavenger
capacity. The other exracts tested showed around 20% O, scavenger capacity in the higher
concentration. As observed to NBT reduction test in the lipoperoxidation test the more effective
extracts were the lipofilic ones, hexane extract from leaves showed 46% of peroxidation inhibition
at 100 pg/mL

Key words: Euferpe oleracea, Antioxidants, Dosage of Phenolics, plants medicinals

INTRODUGCAO Yokomizo, 1978; Ichimaru & Sales, 1980; Prance ef
al., 1995). O estudo quimico dessa espéecie mostrou

Euleipe vlgracedu panence 4 lamilia Paimae, uma  diversificagao  dos consttuines guimleos,
importante do ponto de vista econémico (Ferreira & englobando desde acidos graxos ate constituintes
fendlicos (Santos, 2001).Substancias fendlicas es-
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dos alem de serem encontradas em muitas plantas
utilizadas como alimento. Varios estudos tém de-
monstrado que essas substancias apresentam ativi-
dade antioxidante (Larson, 1988; Vladimirov et al.,
1995; Xiong et al., 1996; Afanas'ev et al., 1989). O
objetivo desse estudo foi investigar as propriedades
antioxidantes de extratos de partes do agai: extra-
tos etandlico e butandlico de flores (EtOH Flo e BUuOH
Flo), extrato butandlico de espigas e frutos (BuOH
Sp e BuOH Fru), extrato em diclorometano de frutos
(CH,CI, Fru), extrato em acetato de etila de folhas e
espigas (AcOEt Flo e AcOEt Sp) e extratos hexani-
cos de folhas, espigas e frutos (Hex Lea, Hex Sp e
Hex Fru).

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Agai, Euterpe oleracea Martius, familia Pal-
mae, foi coletada em Imperatriz do Maranhao e iden-
tificada pela Professora Terezinha da Universidade do
Maranhdo e teve uma amostra depositada no herba-
rio “Atipo Ceabra SLS-017213" sob nimero 179. No
dia 24 de fevereiroc de 2000 foram coletados folhas,
flores, espigas e frutos.

Determinacao de Fendlicos Totais

A concentragdo das substéncias fendlicas
totais foi determinada nos extratos pelo método de
Folin-Ciocalteau, de acordo com Serafini et al., 1998.
As substancias fendlicas totais foram determinadas
através de curva padrdo com acido gélico (5-250mg/
mL; r*=0,998) e expressos em equivalentes de acido
galico em mg/L (AG equivalentes).

Determinagao de Danos Oxidativos em Desoxir-
ribose

O sistema gerador de EROs utilizado para
deteccdo de danos oxidativos em desoxirribose foi
realizado de Nishida et al, 1991. A detecgio dos
produtos oxidados (TBARS) foi realizada como des-
crito em Halliwell & Gutteridge, 1981. Os ensaios fo-
ram realizados em triplicata, num volume final de 1,2
mL, em tubos pyrex de 10 mL. O meio de reagéo
consistiu de tampao fosfato de potassio, pH 7,4, na
concentragao final de 0,01 M. Inicialmente foi reali-
zada uma pre-incubacgao de 25 mL de solugao esto-
que de FeCl, (c.f. 25 uM) e 100mL da solugéo esto-
que de NTA (c.f. 100 mM), por 10 minutos a tempera-
tura ambiente, para a formagao do quelato. Posteri-
ormente foi adicionado seglencialmente: agua (volu-
me necessario para 1,2 mL), 150 ml de tampé&o fos-
fato {c.f. 0,01 M), 100 mL de solugao de desoxirribo-
se (c.f. 2,8 mM) e por ultimo , H,O, (¢.f. 1,4 mM). Os
tubos foram incubados por 20 minutos em banho-
maria a 37 2C. Ao final da incubagao foram realiza-

das as reagoes com TBA (acido tiobarbiturico), onde
foi adicionado aos ensaios 1 mL da solugao de TBA
1% e 1 mL de TCA (acido tricloroacético) 2,8%. Os
ensaios foram incubados por mais 15 minutos a tem-
peratura de 100 °C para a formagéo de pigmento e ao
final do tempo, resfriados imediatamente em banho
de gelo. A absorbancia dos ensaios foi medida em
espectrofotdmetro a 532 nm a temperatura ambien-
te, contra um branco contendo todos os reagentes,
com excegao da desoxirribose. Nos ensaios, um vo-
lume de 120 mL das diferentes diluicdes dos extra-
tos mencionados de agai (0,1; 1; 10; & 100 mg/mL)
ou manitol (1mM) foram adicionadas ao meio de rea-
¢ao, antes da adi¢do de H,O,. A absorbéncia de cada
ensaio foi medida contra um branco, contendo a
mesma concentragao de extrato utilizada no ensaio.
Os resultados foram expressos em percentagens,
considerando-se os valores médios da absorbéncia
dos controles como 100% de oxidagéao.

Preparacao de Homogenato de Figado de
Rato

Ratos albinos e sadios foram sacrificados
por deslocamento cervical, a cavidade abdominal foi
aberta e o figado foi macerado em solugéo salina (NaCl
0,9%) logo apds a retirada do érgao. Aproximada-
mente 3 g de figado foram homogeneizadas em 9 mL
de meio de extragao (tampao fosfato de potassio 10
mM, pH 7,0 em KCI 140 mM). O homogenato assim
obtido foi centrifugado durante 15 minutos a 3500 RPM
em centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi
congelado a -20 °C e utilizado posteriormente para
0s ensaios de peroxidagao lipidica.

Ensaios de Peroxidacao Lipidica em Homo-
genato de Figado de Rato

A atividade protetora dos extratos contra da-
nos oxidativos provocados ao homogenato de figado
de rato foi determinada através da reagao com o aci-
do tiobarbiturico, de acordo com algumas modifica-
¢oes do método Chen & Tappel (1996). Neste ensaio
0 agente oxidante € o perdxido de t-butila que abstrai
um hidrogénio radicalar dando inicio ao processo de
peroxidacéao lipidica. O meio de incubagao € consti-
tuido por tampao fosfato 0,01M (pH 7,4); homogena-
to de figado de rato (150 pL); perdxido de t-butila (100

HM).

Os extratos mencionados do agai (0,1; 1;
10; e 100 mg/mL) ou BHT (1 mM) foram adicionados
ao sistema de incubagao antes da adigao do peréxi-
do de f-butila. O tempo total de incubagéo foide 2 h
a 37 °C, com agitagao. Apos este periodo foram adi-
cionados aos tubos 1000 pL de Acido tiobarbiturico
1% (TBA) e 1000 pL de acido tricloroacetico a 2,8%
(TCA). Os tubos foram incubados por mais 15 minu-
tos & temperatura de 100°C para a formagéo de pig-
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FIGURA 1 - Contetdo de fendlicos totais nos extratos de agai determinado pelo método de Folin-Ciocalteau.
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mento e ao final do tempo, resfriados imediatamente
em banho de gelo e centrifugados por 5 minutos a
3500 RPM. A absorbancia do sobrenadante foi medi-
da em espectrofotdmetro a 532 nm a temperatura
ambiente. Os resultados foram expressos em per-
centagens, considerando-se os vaiores medios da
absorbancia dos controles (sem a presenca de anti-
oxidante) como 100% de peroxidacao lipidica.

Capacidade Sequestradora do Radical Ani-
on Superoxido

Para avaliar a capacidade seqlestradora de
O, dos extratos foi utilizado o sistema gerador deste
radical: fenazina-metasulfato-NADH, segundo Robak
e Gryglewski (1988). O meio de incubagao consistiu
de fenazina-metasulfato (10 mM); nicotinamida ade-
nina dinucleotideo reduzida (NADH) (78 mM) e azul
de nitro tetrazalio (NBT) (25 mM) em tampao fosfato
(0,1 M, pH 7,8). Nesse sistema, 0 O, gerado, reduz
o NBT produzindo o formazan. Apds 2 minutos de
incubacao a temperatura ambiente, a reagao foi in-
terrompida adicionando-se aos tubos teste 100 mi
de HCI 0,1N. Em seguida a absorbancia fol medida
em espectrofotémetro a 560 nm contra um branco
gque nao continha fenazina-metasulfato. Foi conside-
rado 100% da redugao do NBT a reagao sem a pre-
senca dos extratos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado referente a dosagem dos fendli-
cos totais se encontra na Figura 1. Nesse grafico
fica claro que os extratos mais polares (partictes em
n-butanol e em acetato de etila, além dos extratos
etanolicos totais) especialmente a particao butanoli-

ca de espigas, possuem um maior valor de fendis
totais expressos em equivalentes de acido galico.
Um resultado surpreendente foi o observado para a
particdo em diclorometano dos frutos que apresen-
tou um teor de fendlicos consideravel.

As Figuras 2-4 evidenciam os resultados
obtidos para as atividades antioxidantes nos varios
modelos utilizados para concentracdes diferentes dos
diferentes tipos de extrato.

A Figura 2 mosira a protecao contra a peroxidacgao
lipidica induzida pelo perdxido de f-butila em células
de figado de rato para as partigdes em hexano, em
diclorometano, em acetato de etila e em n-butanol
testadas além dos extratos etandlicos de flores e fo-
Ihas evidenciando que quanto menos polar, maior a
protecaoc. Pode-se evidenciar 47% de protegac para
a particdo em hexano das folhas e 10% de protecgéo
para a partic&o em hexano dos frutos na maior con-
centragéo testada (10% de extrato), sendo uma ex-
cegao nesse teste o extrato etanclico total de flores
com 23% de protegao na maior concentragao. Justa-
mente para as flores, nao foi testada a particac em
hexano, a qual certamente daria uma atividade proxi-
ma daguela observada para as folhas. Na Figura 3,
pode-se verificar gue os extratos mais polares, por-
tanto os mais ricos em substancias fendlicas apre-
sentaram alta inibigao dos danos oxidativos provoca-
dos na desoxirribose, pricipalmente a uma concen-
tragdo de 100 mg/mL. Dessa forma, a partigéo buta-
nélica dos frutos teve guase 100% de atividade na
maior concentragdo testada sendo seguida pelas
particbes em acetato de etila das folhas e das espi-
gas, butandlicas de folhas e espigas e dos extratos
etandlicos totais de flores e folhas. A Figura 4 mos-
tra como esses mesmaos extratos se comportam frente
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FIGURA 2- Efeitos dos extratos de agal testados sobre a degradagéo de lipidios induzida pelo perdxido de t-butila.
* P<0,001 diferenga em relagdo ao controle (sem a presenga das substancias teste) (ANOVA,
complementado pelo teste Tukey).
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FIGURA 3 - Efeitos de extratos de agal sobre a degradagéo de desoxirribose (sistema Fe3+-NTA-H202). *P<0,05
diferenga em relagao ao controle (sem a presenga de substancias teste) (ANOVA, complementado
pelo teste Tukey).
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FIGURA 4 - Efeito dos extratos de Agai testados sobre a redugéo do NBT, induzida pelo sistema fenazina-NADH.
*P<0,001, significante com relagdo aos controles (ANOVA, complementado pelo teste Tukey).
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a uma outra metodologia de avaliar a atividade antio- CONCLUSAO

xidante que é a capacidade sequestradora do radical
anion superédxido. Mais uma vez fica claro que a re-
dugao do NBT & impedida principalmente pelos ex-
tratos mais polares, o que estd de acordo com os
testes quimicos realizados com o DPPH (Santos,
2001). Nesse teste porém, a partigadc em diclorome-
tano dos frutos foi a que deu a maior atividade (71%)
na maior concentracao testada o que corrobora com
a alta concentragao de fenodlicos encontrados para
essa particao. A diferenga dos comportamentos dos
extratos e particbes dependendo da metodoelogia uti-
lizada tem a ver com a polaridade dos mesmos &
também se o teste é realizado em espago polar (hi-
drofilico) ou apolar (hidrofobicao). Vale mencionar que
o0 estudo quimico do agai realizado por Santos (2001)
e posteriormente complementado por Menezes ef al,
2003, revelou gue os extratos e partigdes apolares
apresentam uma grande rigueza em misturas com-
plexas e diversas de acidos graxos, apresentando
também esteroides, as particdes em diclorometano
apresentam esterdides normais e glicosilados, as
particGes em acetato de etila apresentam flavonoi-
des identificados pelo perfil emcromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e as partigbes em n-buta-
nol apresentam derivados antocianidinicos, determi-
nados por HPLC, evidenciando derivados de cianidi=
na, pelargonidina e delfinidina em concentragdes va-
riadas e dependendo da parte da palmeira utilizada
para obtengao do perfil cromatografico.

Os extratos testados mostraram inibigéao da
degradagéo de desoxirribose nas concentragbes mais
elevadas (100 pg/mL), sugerindo uma capacidade
antioxidante in vitro, com excecéo de Hex Fru. Os
resultados obtidos para o teste de inibicao da capa-
cidade sequestradora de radical &nion superdxido
demonstraram um periil diferente daquele observado
no ensaio da desoxirribose, onde CH,CI, Fru foi ca-
paz de inibir a redugéo de NBT. No sistema lipidico,
somente Hex Lea e EtOH Flo foram capazes de ini-
bir a degradagéao de metil linoleato, induzida por
CuS0,, em taxas consideraveis.

Baseado nesses resultados pode-se concluir
gue a habilidade de proteger as macromoléculas de
danos oxidativos, assim como, capturar ¢ radical
superdxido, esta relacionado com aspectos impor-
tantes: o pré-oxidante usado (sistema metalico ou
néo), a polaridade do sistema (hidrofilico ou lipofilico),
a polaridade das substancias antioxidantes presen-
tes nos extratos e finalmente, o contetdo fendlico.

Os resultados obtidos indicam gue no siste-
ma lipidico, a inibigdo da peroxidagdo néo foi associ-
ada ao contelido fendlico, mas sim a alta concentra-

¢ao de Acidos graxos ndo saturados. Em sistemas
afuosos, a alividade antioxidante poderia estar rela~

cionada com a presenga de substancias fenclicas
(derivados de cianidina, pelargonidina e delfinidina).
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