
 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ALGARVE 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA E 

TEOR EM FENÓIS DE DIFERENTES EXTRATOS 

DE PALMEIRA ANÃ (CHAMAEROPS HUMILIS L.) 

 

Joana Cristina Pereira Medronho 

 

 

 

Dissertação de Mestrado Integrado em Engenharia Biológica 

 

Trabalho efetuado sob a orientação de Professora Doutora Anabela 

Romano e co-orientação de Doutora Sandra Gonçalves 

 

 

 

Faro 

2015 



 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ALGARVE 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA E 

TEOR EM FENÓIS DE DIFERENTES EXTRATOS 

DE PALMEIRA ANÃ (CHAMAEROPS HUMILIS L.) 

 

Joana Cristina Pereira Medronho 

 

 

 

Dissertação de Mestrado Integrado em Engenharia Biológica 

 

Trabalho efetuado sob a orientação de Professora Doutora Anabela 

Romano e co-orientação de Doutora Sandra Gonçalves 

 

 

 

Faro 

2015 



 
 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA E TEOR EM FENÓIS 

DE DIFERENTES EXTRATOS DE PALMEIRA ANÃ 

(CHAMAEROPS HUMILIS L.) 
 

 

 
Mestrado Integrado em Engenharia Biológica 

 

 

 

 

Declaração de Autoria do Trabalho 

 

 

Declaro ser a autora deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos consultados 

estão devidamente citados no texto e constam da listagem de referências incluída. 

 

 

 

Joana Cristina Pereira Medronho 

 

 

_______________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Direitos de cópia 

 

 

© Copyright: (Joana Cristina Pereira Medronho) 

 

A universidade do algarve tem direito, perpétuo e sem limites geográficos, de arquivar e 

publicitar este trabalho através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma 

digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, de o divulgar 

através de repositórios científicos e de admitir a sua copia e distribuição com objetivos 

educacionais ou de investigação, não comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor. 

 

  



 
 

Agradecimentos 
 

No percurso deste período de estudo e trabalho que agora termina participaram várias pessoas 

que merecem o meu sincero agradecimento, sem as quais esta dissertação não estaria completa. 

Queria então prestar o meu agradecimento: 

 

À Professora Doutora Anabela Romano por me ter proporcionado condições para a realização 

deste trabalho e pela excelente orientação, pelo apoio, disponibilidade e simpatia. 

 

À Doutora Sandra Gonçalves por todo o apoio, disponibilidade, simpatia e muita paciência. 

Queria agradecer também as suas críticas construtivas e enriquecedoras que foram um 

estimulante para a realização deste trabalho não esquecendo todo o tempo que sempre 

disponibilizou desde o início deste trabalho. 

Às Professoras Doutoras Paula Andrade e Patrícia Valentão, do Laboratório de Farmacognosia 

da Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto, pela colaboração na análise do perfil 

fenólico dos extratos. 

À minha colega de laboratório, Elsa Moreira, pela sua ajuda e apoio, pelas discussões 

enriquecedoras e pelo espirito de entreajuda. 

 

Aos restantes colegas de laboratório pela amabilidade, boa disposição e pelo espírito de equipa. 

 

Ao meu irmão pelo seu apoio e pelas suas críticas construtivas que me ajudaram em certos 

momentos deste caminho. 

 

Aos meus pais e avós pela força, incentivo e apoio que sempre me deram, tornando este longo 

percurso um pouco mais fácil. Obrigada por terem acreditado em mim. 

 

Por último agradeço, aos meus amigos que sempre estiveram comigo nos momentos bons e 

menos bons. 

 

E, por fim, a todos aqueles que, de uma forma mais ou menos direta, me apoiaram ao longo 

desta caminhada.  

 

Muito obrigada!   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O sucesso é ir de fracasso em fracasso sem perder o entusiamo.“ 

(Winston Churchill) 



 

i 
 

Abreviaturas 
 

Abs: Absorvência  

ABTS: 2,2´-Azino-bis-3- etilbenzolina-6-sulfónico 

ACh: Acetilcolina  

AChE: Acetilcolinesterase  

ATCi: Iodeto de acetilcolina  

BChE: Butirilcolinesterase  

BHT: Butil-hidroxitolueno 

BTCi: Iodeto de butirilcolina   

ChEs: Colinesterases  

DA: Doença de Alzheimer  

DP: Doença de Parkinson 

DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazila 

DTNB: Ácido 5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzóico)  

EAA: Equivalentes de ácido ascórbico 

EAG: Equivalentes de ácido gálhico 

EQ: Equivalentes de quercetina 

ET: Equivalentes de Trolox 

ET: Electron Transfer 

EUA: Extração assistida por ultrassons 

F-C: Folin-Ciocalteu  

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power 

HAT: Hydrogen Atom Transfer  

HPLC-DAD: Cromatografia Líquida de Alta Performance com Detecção por Arranjo de Díodos 

IC50: Concentração mínima necessária para inibir 50 %  

ROS: Reactive oxygen species (espécies reativas de oxigénio)  

TCA: Ácido tricloroacético 

TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

Trolox: Ácido 2-carboxílico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano 

TYR: Tirosinase  

  



 

ii 
 

Resumo 
 

Chamaerops humilis L. (Arecaceae) é um tipo de palmeira que cresce ao longo 

da zona do mediterrâneo. Esta planta tem potencial medicinal embora as suas 

propriedades estejam ainda pouco investigadas. Este trabalho teve como objetivo 

analisar o teor em fenóis, a atividade antioxidante e a capacidade inibitória de enzimas 

relacionadas com as doenças de Alzheimer e Parkinson, de diferentes extratos de C. 

humilis. Inicialmente prepararam-se extratos metanólicos por maceração a partir de 

folhas, sementes, pele e polpa dos frutos. Os teores em fenóis e flavonoides totais 

presentes nos extratos foram avaliados pelos métodos Folin-Ciocalteu (F-C) e do cloreto 

de alumínio (AlCl3), respetivamente. A capacidade antioxidante foi avaliada pelos 

métodos do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity (TEAC) e Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). Além disso, foi 

também testada a capacidade dos extratos para inibir a atividade dos enzimas 

acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase (BChE) e tirosinase (TYR). Os quatro 

extratos analisados demonstraram elevada bioatividade e teor em fenóis, sendo os 

melhores resultados obtidos no extrato preparado a partir de sementes. Numa fase 

posterior foi testado o efeito de diferentes condições de extração no teor em fenóis e 

atividade antioxidante de extratos preparados a partir desse tipo de material vegetal. 

Verificou-se que a concentração de metanol utilizada influenciou fortemente o teor em 

fenóis dos extratos e a sua atividade antioxidante, variando a concentração mais 

adequada com a técnica utilizada. Além disso, verificou-se que utilizando períodos 

curtos de extração é possível extrair elevada quantidade de compostos com atividade 

antioxidante. Em suma, os resultados obtidos neste trabalho indicam que os extratos de 

C. humilis, particularmente de sementes, possuem potencial como fonte de compostos 

com atividade farmacológica. 

 

Palavras-chave: Antioxidantes; Doenças neurodegenerativas; Enzimas; Fenóis; Radicais 

livres 
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Abstract 
 

Chamaerops humilis L. (Arecaceae) is a palm that grows along the 

Mediterranean area. This plant has medicinal potential but their properties are still 

poorly investigated. This dissertation aimed to analyze the phenolic content, the 

antioxidant activity and the inhibitory capacity of enzymes linked with Alzheimer's and 

Parkinson disease, of different C. humilis extracts. Firstelly, methanol extracts from 

leaves, seeds, and fruits’ pulps and peels were prepared using maceration. The total 

phenolics and flavonoids contents of the extracts were evaluated by Folin-Ciocalteu (F-

C) and aluminum chloride (AlCl3) methods, respectively. The antioxidant capacity was 

evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazila (DPPH), Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity (TEAC) and Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), assays. 

In aditition, the ability of the extracts to inhibit the activity of the enzymes 

acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE), and tyrosinase (TYR), was 

also evaluated. All the extracts analyzed showed high phenolic contents and strong 

bioactivity although the best results have been obtained in the seeds extract. At a later 

stage, the effect of different extraction conditions on phenolic contents and antioxidant 

activity of seeds extracts was tested. It was found that the concentration of methanol 

strongly influences the content of phenolics and the antioxidant activity, varying the 

most adequate concentration with the the technique used. Furthermore, it was found that 

using short periods it is possible to extract large amount of compounds with antioxidant 

activity. In conclusion, the results of this study indicate that C. humilis extracts, 

particularly the seeds extract, have potential as a source of compounds with 

pharmacological activity. 

 

Keywords: Antioxidants; Neurodegenerative disorders; Enzymes; Phenolic compounds; 

Free radicals 
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1. Introdução 
 

1.1. Stresse oxidativo e doenças neurodegenerativas 

 

 
Os radicais livres têm um importante papel na progressão de diversas doenças, 

nomeadamente doenças cardiovasculares, cancro, cirrose, artrite, diabetes e distúrbios 

neuronais (Fearon & Faux, 2009). Felizmente, a formação de radicais livres pode ser 

reduzida através da ação de antioxidantes, que neutralizam os radicais livres (Halliwell, 

2011). Estes são espécies químicas que apresentam um ou mais eletrões 

desemparelhados na última orbital. As espécies radicalares, uma vez que têm eletrões 

desemparelhados, apresentam maior reatividade do que as espécies com eletrões 

emparelhados (Halliwell, 1991).  

O oxigénio molecular (O2) que é de extrema importância para os organismos 

aeróbios, também tem um lado negativo, induzindo lesões celulares através das ROS 

(reactive oxygen species; espécies reativas de oxigénio), que progressivamente são 

responsáveis pela perda de funções celulares e/ou orgânicas (Mota, Figueiredo & 

Duarte, 2004). As ROS são encontradas em todos os sistemas biológicos e originadas 

nos organismos pelo processo metabólico normal. Através do metabolismo celular 

aeróbio, o O2 sofre uma redução tetravalente, com aceitação de quatro eletrões 

resultando na formação de água (H2O), são também formados intermediários reativos, 

sob a forma de radical superóxido (O2˙
-
), radical hidroxilo (˙OH) e peróxido de 

hidrogénio (H2O2), como representado na figura 3 (Ferreira & Matsubara, 1997). A 

exposição do organismo a radicais livres, nomeadamente, a exposição às ROS faz com 

que o organismo desenvolva mecanismos de defesa antioxidante para eliminá-los. Um 

equilíbrio entre a produção de radicais livres pelo organismo e as defesas antioxidantes 

é essencial ao normal funcionamento do mesmo (Ferreira & Abreu, 2007). No entanto, 

quando esse equilíbrio é comprometido dá origem ao stresse oxidativo.  

Segundo Martins & Mourato (2008) o stresse oxidativo é definido como “o 

conjunto de alterações fisiológicas, resultantes da ação direta ou indireta das ROS com 

ação inibitória de enzimas, e que afetam os processos metabólicos, nomeadamente a 

respiração, a fotossíntese, a fixação do CO2 e as trocas gasosas”. 
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Figura 1. Redução tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocôndria até a formação de 

água (H2O) e dos compostos intermediários (Ferreira & Matsubara, 1997). 

 

Numa situação de stresse oxidativo ocorre produção de ROS em excesso que podem 

oxidar e danificar todo o tipo de biomoléculas, nomeadamente, lípidos celulares, 

proteínas, DNA e RNA, originando a sua modificação através de mutações, podendo 

levar à sua destruição e inibir a sua função normal (Carocho & Ferreira, 2013). Quando 

as plantas são sujeitas a condições adversas aumentam a produção de ROS provocando 

danos oxidativos nas células (Moller, Jensen & Hansson, 2007) assim como o aumento 

da taxa de mutações (Taiz & Zeiger, 1998). 

Uma produção exagerada de ROS nos humanos, por fontes endógenas ou 

externas como poluentes, o fumo do tabaco e pesticidas, conduz ao stresse oxidativo 

(Gülçin, Oktay, Kufrevioglu & Aslan, 2003), que está implicado no processo de 

patogénese de várias doenças como cancro, processos inflamatórios, diabetes mellitus, 

doenças cardiovasculares, e também doenças neurológicas como a doença de Alzheimer 

(DA) e Parkinson (DP) (Kannan & Jain, 2000; Carocho & Ferreira, 2013). 
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O cérebro é o órgão do corpo humano mais vulnerável ao stresse oxidativo 

surgindo assim a hipótese de que o stresse oxidativo está envolvido em processos 

neurodegenerativos e na morte de células neuronais (Andersen, 2004). A DA é uma 

doença neurológica crónica resultante do mau funcionamento das funções bioquímicas 

(Ferreira, Proença, Serralheiro & Araújo 2006), nomeadamente a redução dos níveis de 

acetilcolina (ACh) no cérebro (Jaen, Gregor, Lee, Davis & Emmerling 1996). A ACh é 

um neurotransmissor, capaz de estabelecer impulsos nervosos entre as células, que após 

transmitir o impulso é inactivada primariamente pela acetilcolinesterase (AChE) e 

posteriormente pela butirilcolinesterase (BChE) (Hebert, Scherr & Beckeff, 1995). 

Dado o possível envolvimento da disfunção colinérgica com a DA, melhorar a 

neurotransmissão colinérgica, aumentando os níveis de ACh por inibição das 

colinesterases (ChEs) constitui uma base racional para o tratamento dos sintomas da 

doença (Felician & Sandson, 1999). No entanto, alguns inibidores de ChEs já utilizados 

para a terapêutica da DA revelaram hepatoxicidade (Knapp, Knopman, Solomon, 

Pendlebury, Davis & Gracon, 1994), desde então tem havido uma contínua investigação 

para a descoberta de novos inibidores, nomeadamente os de origem natural extraídos 

das plantas (Perry, Houghton, Theobald, Jenner & Perry 2000; Tariot, Solomon, Morris, 

Kershaw, Lilienfeld, Ding et al., 2000; Tundis, Bonesi, Menichini & Loizzo, 2015). 

O stresse oxidativo tem um importante papel na degeneração dos neurónios 

dopaminérgicos na DP (Dias, Junn & Mouradian, 2013). Esta é caracterizada em parte 

pela perda progressiva de grupos de neurónios de várias partes do cérebro, 

nomeadamente os neurónios dopaminérgicos (Greggio, Bergantino, Carter, Ahmad, 

Costin, Hearing et al., 2005). A dopamina é uma molécula instável que sofre auto-

oxidação para formar dopamina quinonas e radicais livres. Esta reação é catalisada por 

metais, oxigénio e enzimas como a tirosinase (TYR) (Munoz, Huenchuguala, Paris & 

Segura-Aguilar, 2012). A TYR tem potencial para danificar os neurónios através do 

aumento da concentração das espécies radicalares derivadas da dopamina (Greggio et 

al., 2005), e por essa razão inúmeros inibidores deste enzima, tanto de origem natural 

como sintética, têm vindo a ser investigados. No entanto, surgiram preocupações face à 

toxicidade e efeitos secundários dos inibidores de origem sintética levando à procura de 

inibidores de origem natural (Zengin, Uysal, Ceylan & Aktumsek, 2015). Os compostos 

fenólicos têm demonstrado possuir capacidade inibitória da atividade da TYR que, 
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acrescida à sua elevada capacidade antioxidadante, podem ser um grande contribuito 

para a prevenção/tratamento desta doença neurodegenerativa (Chang, 2009).  

A TYR desempenha também um papel importante na produção de pigmentos de 

melanina, que apesar de serem importantes para a prevenir os danos causados por UV 

na pele, uma produção exagerada de melanina pode conduzir a variações na 

pigmentação (Zengin et al., 2015). Assim, inibidores deste enzima podem ser também 

úteis para aplicação em produtos utilizados na prevenção da hiperpigmentação da pele 

(Kim & Uyama, 2005).  

 

 

1.2. Antioxidantes 

 

Antioxidantes são enzimas ou outras substâncias orgânicas, tais como a vitamina 

E ou o β-caroteno, que mesmo presentes em baixas concentrações relativamente a um 

substrato oxidável inibem ou previnem significativamente a oxidação desse mesmo 

substrato (Huang, Ou & Prior, 2005). Existem vários tipos de antioxidantes que podem 

ser classificados consoante os mecanismos associados. Estes podem ser preventivos, 

captadores ou reparadores. Um antioxidante preventivo é aquele que atua através da 

eliminação das ROS provocando inibição das reações de oxidação dos radicais livres, 

por sua vez um antioxidante captador remove espécies reativas para impedir o ataque a 

biomoléculas (como por exemplo ácido ascórbico). Por último, um antioxidante 

reparador corrige lesões, elimina resíduos ou reconstitui funções perdidas (como por 

exemplo as proteases e transferases) (Niki, 2010).  

Os mecanismos de defesa antioxidante podem ser agrupados em enzimáticos 

ou não-enzimáticos (Augustyniak, Bartosz, Ipak, Duburs, Horakova & Uczaj, 2010). Os 

mecanismos enzimáticos são cascatas enzimáticas que levam à desintoxicação de ROS 

no organismo, podem ser igualmente divididos em dois grupos, uns que reagem 

diretamente com as ROS e outros que atuam como reguladores redox (Cipak, 

Lovakovic & Zarkovic, 2010). Por exemplo, a importância da catalase pode assim ser 

vista não só para a desintoxicação de H2O2, mas consequentemente, na adaptação ao 

stresse oxidativo endógeno e peroxidação lipídica (Cipak, Jaganjac, Tehlivets, 

Kohlwein & Zarkovic, 2008), uma vez que a remoção de H2O2 pode modular a 

transdução de sinal e ser um gatilho para a proliferação de células tumorais dormentes 
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(Hyoudou, Nishikawa, Kobayashi, Umeyama, Yamashita & Hashida, 2006). Isto dá 

uma nova visão sobre a catalase como um modificador de resposta biológica 

fundamental de sinalização redox e homeostase oxidativo (Augustyniak et al., 2010). 

Um sistema antioxidante não-enzimático nunca é tão específico como um 

enzimático, mas é este que atua numa primeira linha de defesa antioxidante, sendo 

assim importante na resposta celular às ROS. São exemplo deste sistema algumas 

vitaminas como a vitamina C e a vitamina E. A vitamina C suprime radicais formando o 

radical ascorbil, um radical estável que causa poucos danos oxidativos. A vitamina E é o 

nome genérico do grupo dos tocoferóis e tocotrienóis e é um eficiente inibidor da 

peroxidação lipidica in vivo (Barreiros, David & David, 2006). A vitamina E tem 

demonstrado estar envolvida no sinal da transdução através da modulação de enzimas 

específicas, por conseguinte, está envolvida no controlo de algumas funções celulares 

como a apoptose, necrose, adesão e diferenciação (Augustyniak et al., 2010). 

Os antioxidantes são aplicados na alimentação com dois diferentes propósitos, o 

de suprimir a oxidação lipídica e a formação de radicais livres nos alimentos durante o 

armazenamento ou com o objetivo de reduzir a concentração de radicais livres in vivo 

após a ingestão dos alimentos (Makahleh, Saad & Bari, 2015). São, assim, bastante 

importantes nos setores alimentar e biotecnológico, uma vez que podem ser utilizados 

como aditivos alimentares e nutracéuticos, e como fármacos (Perry, Pickering, Wang, 

Houghton & Perru, 1999; Loziene, Venskutonis, Sipailiene & Labokas, 2007). 

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou de origem natural. Quanto aos 

antioxidantes sintéticos temos como exemplo, o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-

hidroxitolueno (BHT), que são utilizados na conservação de alimentos, cosméticos e 

fármacos. No entanto, este tipo de antioxidantes são muito voláteis e instáveis a 

temperaturas elevadas, apresentam, também, alguns efeitos tóxicos e carcinogénicos 

(Shi, Noguchi & Niki, 2001; Seabra, Andrade, Valentão, Fernandes, Carvalho & 

Bastos, 2006). Assim, e embora os antioxidantes sintéticos sejam extensivamente 

utilizados, a sua segurança tem vindo a ser questionda (Shahidi & Zhong, 2005), 

estimulando a pesquisa de compostos naturais com propriedades antioxidantes dado o 

seu enorme espectro de aplicação e segurança para a saúde (Venskutonis, 2004; Shahidi 

& Zhong, 2005). Muitos compostos de origem natural têm sido exaustivamente 

estudados pelas suas propriedades antioxidantes (Frankel, 2005; Maestri, Nepote, 

Lamarque, Zygadlo, 2006; Zhang, Yang, Zu, Chen, Wu, Wang et al., 2010). 
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Muitas plantas contêm grandes quantidades de antioxidantes como os compostos 

fenólicos, que desempenham um importante papel na absorção e neutralização de 

radicais livres, assim como na decomposição de peróxidos (Anderson, Teuber, Gobeille, 

Cremin, Waterhouse & Steinberg, 2001). Os compostos fenólicos representam o maior 

grupo de metabolitos secundários das plantas, estão distribuídos globalmente pela planta 

e estão envolvidos na defesa contra as radiações ultravioleta ou a agressão por parte de 

agentes patogénicos (Manach, Scalbert, Morand, Remesy & Jimenez, 2004; Pereira, 

Valentão, Pereira & Andrade, 2009). O teor em compostos fenólicos numa planta pode 

ser afetado por fatores ambientais e edáficos, como o tipo de solo, a exposição ao sol ou 

à chuva (Pandey & Rizvi, 2009). Estes compostos podem ser classificados em 

diferentes grupos em função do número de anéis de fenol que contêm e tendo em conta 

os elementos estruturais que ligam os anéis uns aos outros (Manach et al., 2004). Os 

diferentes grupos incluem os ácidos fenólicos, os flavonoides, os taninos e as cumarinas 

(Manach et al., 2004; Balasundram, Sundram & Samman, 2006). A capacidade de 

captar radicais livres, como o ˙OH, o H2O2 e o O2˙
-
, através de mecanismos de 

transferência de eletrões e átomos de hidrogénio eleva o potencial antioxidante dos 

compostos fenólicos (Halliwell, Clement & Long, 2000; Wright, Johnson & DiLabio, 

2001). Vários estudos sugerem que a longo termo uma dieta rica em compostos 

fenólicos oferece proteção contra o desenvolvimento de diversas doenças como cancro, 

diabetes, osteoporose, doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas (Arts & 

Hollman, 2005; Graf, Milbury & Blumberg, 2005). Os compostos fenólicos existentes 

tanto em alimentos como em plantas medicinais, como antioxidantes naturais que são, 

devido às suas propriedades terapêuticas, têm suscitado interesse na comunidade 

científica, tanto a nível alimentar como terapêutico. 

 

1.2.1. Métodos de análise da atividade antioxidante 

 

Durante as últimas décadas vários métodos analíticos têm vindo a ser 

desenvolvidos e otimizados para avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais. 

No entanto, não existe um consenso por parte dos investigadores sobre qual o melhor 

método, embora seja consensual que a avaliação da capacidade antioxidante de uma 

amostra deverá envolver a utilização de diferentes métodos. 
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Os métodos padronizados devem obedecer a vários requisitos, nomeadamente: a 

utilização de uma fonte biologicamente relevante de radicais, serem simples, terem boa 

reprodutibilidade, serem ajustáveis a ensaios com antioxidantes hidrofílicos e lipofílicos 

e ao uso de diferentes fontes de radicais (Prior, Wu & Schaich, 2005). Tendo em conta 

as reações químicas envolvidas os métodos para determinar a atividade antioxidante in 

vitro podem ser divididos em dois grupos: ensaios baseados na reação de transferência 

de eletrões (ET) e ensaios baseados na reação de transferência de átomos de hidrogénio 

(HAT). Os ensaios com base em ET detetam a capacidade que um antioxidante tem para 

transferir um eletrão para reduzir um oxidante e radicais que mudam de cor quando 

reduzidos. A extensão dessa mudança de cor está relacionada com a concentração de 

compostos antioxidantes na amostra (Wright et al., 2001). Já os ensaios que têm por 

base a reação HAT avaliam a capacidade de um antioxidante eliminar radicais livres 

cedendo átomos de hidrogénio (Prior et al., 2005). Para o estudo da atividade 

antioxidante dos diferentes extratos em estudo, os três métodos utilizados neste trabalho 

foram os seguintes: i) 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH); ii) Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity (TEAC), iii) Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). 

O método do DPPH consiste na avaliação da capacidade de eliminação de um 

radical livre numa amostra, sendo um dos métodos mais utilizados para avaliação da 

atividade antioxidante de extratos vegetais. Este método foi inicialmente introduzido 

por Blois (1958) usando cisteína como antioxidante modelo, sendo a reação inicial a 

seguinte: 

 

Z

 + RSH   ZH + RS


 

 

onde, o radical DPPH é representado por Z

 e a molécula de cisteína por RSH. Este 

método apresentava algumas complicações e foi então introduzido um método 

modificado por Brand-Williams et al. (1995) que sugere uma simplificação do método 

de Blois (1958). Foi introduzido o termo de “IC50” para a interpretação dos resultados 

do método, que é definido como a concentração de substrato que causa 50% de redução 

da cor do DPPH; quanto maior a atividade antioxidante menor o valor de IC50 

(Molyneux, 2004). 

A molécula de DPPH é caracterizada como sendo um radical livre estável 

devido à deslocalização dos eletrões na molécula o que lhe confere uma coloração 
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violeta apresentando uma banda de absorção na região do visível a 520 nm (Molyneux, 

2004). Quando a solução de DPPH é misturada com uma substância doadora de um 

átomo de hidrogénio (por exemplo compostos fenólicos), ocorre uma redução resultante 

na perda da cor violeta (Molyneux, 2004). O consumo de DPPH pode assim ser 

utilizado para estimar a capacidade antioxidante de uma amostra, uma vez que quanto 

maior o consumo de DPPH maior a capacidade antioxidante da amostra. 

O método do DPPH tem como vantagem não ser afetado por reações laterais, 

como a inibição enzimática (Amarowicz, Pegg, Rahimi-Moghaddam, Barl & Weil, 

2004). No entanto, o DPPH só se dissolve em meio orgânico (solventes alcoólicos) e os 

resultados podem ser afetados pela alteração do radical por ação da luz, do oxigénio e 

do tipo de solvente utilizado, existindo compostos vegetais que absorvem ao mesmo 

comprimento de onda (como os carotenoides) podendo interferir nos resultados 

(Karadag, Ozcelik & Saner, 2009).   

 

 

 

O método TEAC avalia a capacidade da amostra de absorver o radical 2,2´-

azino-bis-3- etilbenzolina-6-sulfónico (ABTS
●+

). É um método rápido, de fácil 

execução e pode ser correlacionado com a atividade biológica, sendo um dos mais 

aplicados para realização de medidas da atividade de radicais livres de frutos, vegetais e 

seus produtos derivados (Berg, Haenen, Berg, Vijgh & Bast, 2000; Huang et al., 2005). 

Rice-Evans & Miller (1994) desenvolveram o método inicial que se baseava na 

formação do radical ABTS
●+

 através da interação do ABTS com o radical 

ferrilmioglobina, que era previamente gerado pela ativação da metmioglobina com o 

peróxido de hidrogénio. O método original revelou alguns problemas em relação a 

antioxidantes com reação rápida, uma vez que podia ocorrer redução do radical 

ferrilmioglobina. Para evitar este problema, Re et al. (1999) desenvolveram um método 

Figura 2. Representação da redução do DPPH (Molyneux, 2004). 
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em que pela adição de persulfato de potássio ao ABTS se produz o radical ABTS
●+

, 

incubando a mistura no escuro durante 12 a 16 h. A actividade antioxidante das 

amostras é quantificada pela capacidade de descoloração do radical catião ABTS
●+

 e os 

resultados são relacionados com a actividade do trolox (ácido 2-carboxílico-6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcromano) (padrão). Este método é especialmente interessante para os 

extractos vegetais, pois graças ao máximo de absorção a 734 nm, interferências 

inerentes à cor dos extractos são praticamente nulas. 

A capacidade redutora dos compostos vegetais está diretamente relacionada com 

a sua capacidade antioxidante. Este método baseia-se na capacidade que os 

antioxidantes possuem em reduzir o Fe
3+

 a Fe
2+ 

numa reacção redox colorimétrica, que 

envolve a transferência de um electrão (Chung, Chang, Chao, Lin & Chou, 2002). 

Dependendo do poder redutor dos compostos avaliados, a cor amarela da solução altera 

para várias tonalidades de verde ou azul, podendo ser medida espetrofotometricamente a 

700 nm (Yen & Chen, 1995). O pH diminui o potencial de ionização que impulsiona a 

transferência de eletrões e aumenta o potencial redox, causando uma mudança no 

mecanismo de reação (Prior et al., 2005). Quando a espécie oxidante é o Fe3
+
 ou o 

Fe(CN)6
3-

 (na composição do reagente ferricianeto), forma-se respetivamente Fe
2+

 ou 

Fe(CN)6
4-

 como produto da redução com o antioxidante, combinando-se com o outro 

componente do reagente para originar KFe[Fe(CN)6] (azul da Prússia) como produto 

colorido. Ou seja, quando o Fe
3+

 é usado juntamente com o Fe(CN)6
3-

 como agente 

oxidante (no ensaio ferricianeto modificado), independentemente do par de reações que 

ocorra, ambas originam o mesmo produto colorido (azul da Prússia) (Berker, Güçlü, Tor 

& Apak, 2007). No método, o aumento da absorvência indica o aumento da atividade 

antioxidante, ou seja, quanto mais azul estiver a mistura maior o poder redutor do 

extrato. O ensaio do poder redutor é considerado simples, rápido, económico e bastante 

fiável, podendo ser aplicado de forma manual, automatizada ou semi-automatizada 

(Prior et al., 2005). Neste trabalho utilizou-se o ácido ascórbico como controlo positivo 

e os resultados foram expressos em equivalentes de ácido ascórbico por grama de 

extrato. 
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1.3. Extração de compostos vegetais 

 

A extração dos compostos bioativos das plantas pode ser efectuada mediante 

diferentes técnicas, nomeadamente, maceração, extração assitida por ultrassons (EAU) e 

extração Soxhlet, e utilizando solventes aquosos ou orgânicos como hexano, benzeno, 

clorofórmico, éter sulfúrico, metanol, e etanol (Pérez-Jiménez, Arranz, Tabernero, Diaz-

Rubio, Serrano, Goñi & Saura-Calixto, 2008).  

O processo de maceração consiste na colocação do material vegetal esmagado 

ou em pó num recipiente fechado onde é adicionado um solvente, e deixado à 

temperatura ambiente com agitação frequente. A mistura é em seguida filtrada (Handa, 

Khanuja, Longo & Rakesh, 2008) 

A EAU é uma técnica recente, simples e barata que permite a recuperação de 

óleo e compostos bioativos de diferentes fontes. A intensidade da energia do ultrassom 

cria uma vibração extra nas moléculas de uma amostra o que facilita a recuperação dos 

compostos alvo do material sólido (amostra) para a fase líquida (solvente). Um alto 

rendimento num tempo curto de extração com uma baixa quantidade de solvente são 

vantagens notáveis desta técnica de extração. Além disso, é uma técnica que se ajusta 

tanto à utilização de solventes polares como de solventes não polares. Comparada ainda 

com outros métodos de extração convencionais, esta técnica permite o aumento do 

rendimento de extração juntamente com a manutenção dos compostos bioativos e de 

componentes sensíveis ao calor (Wang & Weller, 2006; Bimakr, Rahman, Taip, 

Adzahan, Sarker & Ganjloo, 2012; Samaram, Mirhosseini, Tan & Ghazali, 2013). É 

também de salientar, que a aplicação dos ultrassons a temperatura elevada e utilizando 

baixa quantidade de solvente revela bons resultados na recuperação de compostos 

bioativos com atividade antioxidante (Samaram, Mirhosseini, Tan, Ghazali, Bordbar & 

Serjouie 2015). 

Após extração é essencial remover o solvente, por liofilização ou evaporação. O 

processo de evaporação é realizado num evaporador rotativo que permite separar 

solventes voláteis de produtos não-voláteis ou menos voláteis que são sólidos à 

temperatura ambiente. A evaporação é similiar a uma destilação, em que o solvente 

volátil é condensado numa parte do evaporador. O fato de o solvente não ser libertado 

para a atmosfera é um benefício de se utilizar o evaporador rotativo, uma vez que 

algumas das substâncias podem ser prejudiciais para o ambiente e para a saúde. Além 
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disso, o evaporador rotativo trabalhando com vácuo, que permite que o solvente entre 

em ebulição a baixa temperatura.   

Quando os solventes têm um elevado ponto de ebulição, como a água (100ºC), 

então a técnica que deve ser usada é a liofilização. A liofilização baseia-se na 

sublimação da água (passagem direta da água do estado sólido ao gasoso sem passar 

pelo estado líquido) de uma matriz congelada. Esta técnica é pouco agressiva para 

materiais sensíveis, permitindo conservar as suas propriedades biológicas e químicas. A 

liofilização é frequentemente usada na indústria farmacêutica, nomeadamente no fabrico 

de medicamentos e é utilizada na conservação de células e tecidos corporais, alimentos 

e microrganismos (Gerald, 2006; Ward, 2006). A liofilização tem como principais 

vantagens a remoção de água sem aquecimento da matriz, reduz a ocorrência de reações 

de oxidação e hidrólise, conduzindo a uma rápida reconstituição do material devido à 

elevada área de superfície e à manutenção da atividade, uma vez que não altera a 

constituição química inicial. No final do processo, obtém-se um extrato poroso, com cor 

e textura uniformes. É geralmente higroscópico, devendo ser guardado num recipiente 

selado ao abrigo da luz e a baixas temperaturas (Pinto, 2010). 

Os teores em fenóis totais presentes nos extratos vegetatis preparados neste 

trabalho por maceração e EAU foram determinados recorrendo ao método de Folin-

Ciocalteu (F-C), através da oxidação destes via reagente Folin-Ciocalteu (Pérez-Jiménez 

et al., 2008). Os compostos fenólicos reagem com este reagente, formando um 

complexo azul que pode ser quantificado por espectrofotometria (Schofield, Mbugua & 

Pell, 2001). O método de F-C foi utilizado inicialmente para análise de proteínas, 

segundo o descrito por Folin & Ciocalteu (1927), e após sofrer algumas modificações 

(Singleton & Rossi, 1965) começou a ser utilizado para quantificar compostos 

fenólicos. Durante a transferência de eletrões de substâncias antioxidantes, o reagente F-

C sofre uma redução, originando uma alteração de cor de amarelo para azul, permitindo 

assim quantificar os compostos fenólicos da amostra (Lowry, Rosenbrough, Farr & 

Randall, 1951). 

O método colorimétrico do cloreto de alumínio (AlCl3) foi também utilizado 

para quantificar o teor em flavonoides. O método baseia-se na capacidade do catião 

alumínio formar complexos estáveis com o hidroxilo dos flavonoides, formando um 

complexo de cor amarela (Almeida, Camarato, Navarro, Parker, Ikegaki & Junior, 1997; 

Funari & Ferro, 2006). O método espetrofotométrico baseado no AlCl3 ainda é um 



Introdução  
 

12 
 

procedimento amplamente utilizado apesar das críticas justificadas (Bonvehí & Coll, 

1994; Bonvehí, Coll & Jordá, 1994). O método revela valores de concentração de 

flavonoides mais baixo que o verdadeiro teor em flavonoides, é um método útil para 

análises rotineiras, uma vez que pode ser feito em laboratório sem instrumentação 

sofistificada (Woisky & Salantino, 1998). 

 

 

1.4. Chamaerops humilis L. 

C. humilis (figura 3), vulgarmente conhecida como palmeira-anã ou palmeira-

das-vassouras, pertence à família Arecaceae. Esta planta tem caules grossos e fibrosos e 

altura inferior a 1 m (Pinto & Pernes, 2010). A palmeira-anã tem folhas em forma de 

leque, multi-fendidas, com pecíolo aculeado, as flores são amarelas e geralmente 

unissexuais, estão dispostas em espadices muito ramificadas protegidas por duas a 

quatro espatas castanho-avermelhadas. Os frutos são fibrosos-carnudos variando entre 

globosos a oblongos, de 1 a 4 cm, são amarelos ou castanhos na maturação (Afonso & 

McMurtrie, 1991; Pinto & Pernes, 2010).  

 

 

Esta palmeira é uma planta nativa da região mediterrânica (figura 4). Encontra-

se em terrenos calcários de pouca altitude como no Barrocal Algarvio, muitas vezes 

constituindo aglomerados (Afonso & McMurtrie, 1991). Devido à sua rusticidade e 

Figura 3. Chamaerops humilis L. A: aspeto geral da planta (Autor: Tomás Grevenstuk); B: 

pormenor da folha (Autor: Pedro Pinho; http://www.flora-on.pt) e C: frutos (Autor: Anabela 

Romano). 
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Figura 4 Distribuição geográfica de C. humilis representada a vermelho (Fonte: 

http://www.plantapalm.com). 

capacidade de recuperação após incêndio tem elevado valor ecológico na prevenção da 

erosão e desertificação. Além disso, é uma espécie amplamente cultivada em todo o 

mundo e usada como ornamental dada a facilidade com que se adapta a diferentes 

climas. É uma planta dióica, ocasionalmente hermafrodita, a sua propagação é feita a 

partir de sementes que germinam ao fim de 3 a 4 meses, no frio o crescimento é mais 

lento (Krempin, 1995; Merlo, Aleman, Cabello & Penas, 1993). 

 

 

As folhas desta planta, colhidas no verão e secas ao sol, são utilizadas para fazer 

cestos, assentos de cadeiras e vassouras (Pinto & Pernes, 2010). As fibras das folhas 

cardadas são utilizadas na indústria do papel (Pinto & Pernes, 2010). A nível alimentar, 

há referência à utilização dos frutos embora tenham um sabor áspero e adstringente. As 

folhas são tenras e as gemas terminais são utilizadas em saladas (Pinto & Pernes, 2010). 

É também usada como estimulante e afrodisíaco.  

É referida como uma planta medicinal por vários autores (Allali, Benmehdi, Dib, 

Tabti, Ghalem & Benabadji, 2008; Beghalia, Ghalem, Allali, Belouatek & Marouf, 

2008), sendo utilizada no tratamento da diarreia, provavelmente devido à sua riqueza 

em taninos. É utilizada na medicina tradicional marroquina no tratamento da diabetes, 

através de uma mistura aquosa feita a partir das suas folhas que possui efeitos 

hipoglicémicos (Kokwaro, 1976; Gaamoussi, Israili & Lyoussi, 2010; Hasnaoui, Benali, 

Bouazza & Benmehdi, 2013). A planta possui atividade anti-inflamatória, anabolizante 

e diurética (Bellakhdar, Claisse, Fleurentain & Younos, 1991; Beghalia et al., 2008; 
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Hasnaoui et al., 2013). Além disso, a atividade antioxidante de extratos foliares 

metanólicos e hidroalcóolicos foi já reportada (Benahmed-Bouhafsoun, Djied, Mouzaz 

& Kaid-Harche, 2013; Miguel, Bouchmaaa, Aazza, Gaamoussi & Lyoussi, 2014). Num 

estudo recente que visou a análise química do óleo extraído da semente de uma 

variedade Tunisina de C. humilis detetou-se a presença de compostos benéficos para a 

saúde como ácidos gordos e tocotrienóis (Nehdi et al., 2014). Este óleo revelou ainda 

elevada estabilidade térmica o que reforça as suas potencialidades para a indústria 

alimentar e farmacologia. 

A informação relativa aos constituintes químicos de C. humilis é rara, e os 

trabalhos existentes muito preliminares. Nesses estudos verificou-se a presença de 

alguns grupos de compostos, nomeadamente taninos, saponinas, flavonoides, 

terpenóides, esteróides, óleos voláteis e açúcares redutores nos extratos aquoso, de éter 

dietílico e metanol de folha e fruto (Benmehdi, Hasnaoui, Benali & Salhi, 2012; 

Hasnaoui et al., 2013).  

 

1.5. Objetivos 

 

Os estudos fitoquímicos e de bioatividade em extratos de C. humilis são muito 

reduzidos e limitam-se essencialmente a extratos foliares. O trabalho existente com a 

espécie é, contudo suficiente para demonstrar a suas potencialidades e justificar a 

realização de estudos mais aprofundados para avaliar o interesse da espécie como fonte 

de compostos bioativos. Assim, os objetivos específicos deste trabalho foram:  

1) determinar a capacidade antioxidante de extratos de diferentes tipos de 

material vegetal (folhas, sementes, e polpa e pele dos frutos) através dos 

métodos DPPH, ABTS e FRAP. 

2) estudar a capacidade dos extratos para inibir a atividade dos enzimas AChE, 

BChE e TYR; 

3) avaliar o teor em compostos fenólicos e flavonoides totais;  

4) avaliar o efeito de diferente condições de extração no teor em fenóis e 

capacidade antioxidante de extratos de semente; 

5) efetuar um estudo preliminar do perfil fenólico dos extratos por 

cromatografia líquida de alta performance com detecção por arranjo de 

díodos (HPLC-DAD). 
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2. Materiais e Métodos 

2.1. Material Vegetal 

 

Foram recolhidos frutos maduros e folhas de C. humilis de plantas silvestres a 

crescer no Pontal (Faro, Portugal) durante o mês de setembro de 2014. Os frutos 

maduros foram separados em pele, polpa e semente. O material vegetal (folhas, pele, 

polpa e sementes) foi seco em estufa (Binder BD 115, Tuttlingen, Germany) a 40 ºC 

durante 48 h e moído ( 2 mm).  

 

2.2. Preparação dos extratos vegetais 

 

Num primeiro ensaio foram preparados extratos metanólicos por maceração a 

partir de sementes, pele, polpa e folhas. Para tal, e com o intuito de efetuar uma extração 

exaustiva, misturaram-se 10 g de material vegetal com 100 ml de metanol (MeOH) 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) e manteve-se a mistura sob agitação (150 rpm) 

durante 24 h à temperatura ambiente. Após este período removeu-se o solvente por 

decantação e repetiu-se o procedimento com solvente novo. Num outro ensaio, 

prepararam-se extratos vegetais também por maceração mas apenas a partir de 

sementes. Para tal, 2,5 g de material vegetal foram extraídos com 50 ml de MeOH a 0, 

50 e 100% durante 20 e 60 min. Finalmente, foi também, aplicada a EAU, tendo sido 

testada a concentração de MeOH (0, 50 e 100%), o tempo (20, 40 e 60 min) e a 

temperatura (30 e 50ºC) de extração. Para tal, utilizou-se um banho ultrassom 

Elmasonic S 100 (H) (37 kHz) (Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen, 

Germany). Neste ensaio utilizaram-se igualmente 2,5 g de material vegetal de semente e 

50 ml se solvente de extração. Todos os extratos foram filtrados, o solvente foi 

removido por evaporação ou liofilização (no caso dos aquosos) e o resíduo seco 

armazenado a -20 ºC até posterior utilização. 

 

2.3. Atividade antioxidante 

2.3.1. Método do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos utilizou-se o método descrito 

por Soler-Rivas, Espin & Wichers (2000) com algumas modificações. Preparou-se uma 

solução de trabalho de DPPH a 90 µM em MeOH a 80%. Em todos os ensaios foram 
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utilizados 30 µl de extrato vegetal a diferentes concentrações, 300 µl de solução de 

trabalho de DPPH diluídos em 570 µl de MeOH a 80%. Foi efetuado um controlo sem 

extrato vegetal, com o correspondente volume em MeOH a 80% e o BHT foi usado 

como conrolo positivo. A mistura foi incubada durante 30 min ao abrigo da luz e após 

esse tempo foi lida a absorvência a 515 nm (PG Instruments T70+, Leicestershire, 

United Kingdon). 

Calculou-se a percentagem de inibição do radical livre DPPH para cada concentração de 

extrato, tendo em conta a absorvência do controlo sem extrato, para tal utilizou-se a 

seguinte equação 1: 

       
        

         
       

Onde Aamostra é a absorvência das amostras e AControl é a absorvência do controlo. Os 

resultados foram apresentados como valores de IC50 (µg/ml).  

 

 

2.3.2. Método Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 

 

O método TEAC utiliza o catião radical ABTS
●+

 que é originado através da 

reação de uma pastilha de ABTS (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) com persulfato 

de potássio a 7 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). A mistura reacional foi 

incubada no escuro à temperatura ambiente entre 12 a 16 h. Antes de se utilizar a 

solução do ABTS
●+

 a mistura foi diluída de forma a obter uma absorvência de 0,700 ± 

0,020 a 734 nm e foi utilizado o trolox (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) como 

padrão (0,5-0,1 mM). Para efetuar a análise adicionaram-se numa microplaca de 96 

poços 10 µl de diluição dos extratos,do padrão ou de tampão fosfato, e 190 µl da 

solução de ABTS
●+

 já diluída. A absorvência foi lida a 734 nm no leitor de microplacas 

Tecan Infinite M200 (Männedorf, Switzerland). 

A capacidade antioxidante das amostras é dada pela equação 1 e os resultados 

são expressos em micromole de equivalentes de trolox (ET) por grama de extrato 

(µmolET/gextrato) que são intrapolados com a reta de regressão linear determinada com as 

concentrações de trolox e as inibições. 
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2.3.3. Avaliação da capacidade para reduzir o ferro (FRAP) 

 

O poder redutor dos extratos vegetais foi determinado de acordo com o método 

descrito por Yen & Chen (1995) com algumas modificações. Foi utilizado tampão 

fosfato de sódio (200 mM; pH 6,6), ferricianeto de potássio [K3Fe(CN)6] a 1% 

(Panreac, Spain), ácido tricloacético a 10% (TCA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Germany) e cloreto de ferro a 0,1% (FeCl3) (VWR, Leuven, Belgium), e ácido 

ascórbico (Merck, Germany) (0,5–0,0625 mM) como padrão. Foram misturados 100 µl 

de extrato vegetal, do padrão ou do controlo (tampão) com 250 µl de tampão fosfato e 

250 µl de ferricianeto de potássio e incubou-se a mistura a 50 ºC durante 20 min. Após 

o período de incubação adicionaram-se 250 µl de TCA e centrifugou-se a mistura a 

3000 rpm durante 10 min. Posteriormente, e numa microplaca, misturaram-se 100 µl do 

sobrenadante resultante da centrifugação com 100 µl de água destilada e 20 µl de FeCl3. 

Mediu-se a absorvência a 700 nm, o aumento das absorvências da mistura indica um 

aumento do poder redutor. Os resultados foram expressos em micromoles de 

equivalentes de ácido ascórbico por grama de extrato (µmolEAA/gextrato).  

 

2.4. Teor em fenóis totais – método F-C 

 

Para determinar o teor em fenóis totais utilizou-se o método F-C que se baseia 

na oxidação de compostos fenólicos na presença do reagente F-C, dando origem a uma 

solução de cor azul. Nesta técnica, em que se prepararam todos os reagentes em tampão 

fosfato (75 mM; pH 7,0), misturaram-se 200 µl de reagente F-C a 10% (v/v) (Panreac, 

Spain), 100 µl das diluições dos extratos, do padrão ou de tampão fosfato, e 800 µl de 

carbonato de sódio (Na2CO3) (VWR, Leuven, Belgium). A mistura incubou-se durante 

2 h à temperatura ambiente para posterior leitura da absorvência a 765 nm. O padrão 

utilizado foi o ácido gálhico (Fluka, Spain) (0,5-0,004 mM) e o teor de fenóis total foi 

expresso como micromole de equivalentes ao ácido gálhico por grama de extrato 

vegetal (µmolEAG/gextrato). 

 

2.5. Teor em flavonoides totais – método do AlCl3 

 

Para quantificar o teor total em flavonoides utilizou-se o método colorimétrico 

do AlCl3 em que se forma um complexo entre o alumínio e o hidroxilo de cor amarela.  



Materiais e Métodos  
 

18 
 

Prepararam-se os seguintes reagentes: solução de AlCl3 a 1% (v/v), em etanol a 

80%, e solução de acetato de sódio a 1 M. Neste método 500 µl de extrato vegetal a 

diferentes concentrações, etanol a 80% (branco) ou padrão foram diluídos em 1,5 ml de 

etanol a 80%. De seguida adicionaram-se 100 µl de AlCl3 (1%) (Fluka, Spain) e de 

acetato de sódio (1 M). A mistura foi incubada durante 30 min à temperatura ambiente e 

posteriormente leu-se a absorvência a 415 nm. O padrão utilizado foi a quercetina 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) e utilizaram-se várias diluições da mesma (0,25-

0,031 mM). O teor em flavonoides totais foi expresso como micromole de equivalentes 

de quercetina por grama de extrato vegetal (µmolEQ/gextrato). 

 

2.6. Atividade inibitória da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 

(BChE) 

 

Para a determinação da atividade inibitória da AChE e BChE foi utilizado o 

método espetrofotométrico descrito por Ellman et al. (1961), com ligeiras modificações. 

Este método baseia-se na hidrólise da ACh pelos enzimas produzindo tiocolina. A 

atividade é medida pelo aumento da cor amarela da tiocolina quando reage com o ácido 

5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzóico) (DTNB), sendo essa atividade medida 

espetrofotometricamente a 405 nm. Os diferentes extratos vegetais foram 

ressuspendidos em tampão fosfato de sódio (100 mM; pH 8,0). Os enzimas AChE (0,28 

U/ml) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) e BChE (0,28 U/ml) (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Germany) formaram um complexo enzima-substrato com os substratos 

iodeto de acetilcolina (ATCi) (15 mM) (Fluka, Spain) e iodeto de butirilcolina (BTCi) 

(15 mM) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), respetivamente. 

O ensaio da atividade inibitória foi realizado em microplacas transparentes de 96 

poços, onde se adicionou em cada poço 125 µl de DTNB (3 mM) (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Germany), 25 µl do substrato ATCi ou BTCi, 50 µl de tampão fosfato de 

sódio, 25 µl de diluição dos extratos, de galantamina (controlo positivo) ou de tampão 

fosfato de sódio (branco) e finalmente 25 µl de enzima AChE ou BChE. A leitura foi 

feita durante 5 min. A atividade colinesterásica foi determinada tendo em conta o 

declive da reta e a percentagem de inibição foi calculada comparativamente ao controlo 

sem inibidor (branco). Os resultados foram apresentados sob a forma de valores de IC50. 
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2.7. Ensaio da atividade inibitória da tirosinase (TYR) 

 

Para determinar a atividade inibitória do enzima TYR foi utilizado o método 

descrito por Masuda et al. (2005), com algumas alterações. Os extratos vegetais foram 

preparados previamente a diferentes concentrações em tampão fosfato de sódio (20 

mM; pH 6,8). À semelhança do ensaio da atividade inibitória das ChEs este ensaio foi 

também realizado em microplacas transparentes de 96 poços, onde se adicionou em 

cada poço 80 µl de tampão fosfato de sódio, 40 µl de enzima TYR (46 U/ml, em tampão 

fosfato de sódio) e 40 µl de diluição dos extratos, ácido kójico (controlo positivo) ou de 

tampão fosfato de sódio (branco). Foram também realizados brancos sem enzima. A 

mistura foi incubada à temperatura ambiente durante 10 min e posteriormente 

adicionaram-se 40 µl de L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (2,5 mM) (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germany) a todos os poços, incubou-se novamente durante 10 min 

e em seguida fez-se a leitura a 475 nm. As percentagens de inibição foram calculadas 

comparativamente ao controlo sem inibidor e os resultados foram expressos como 

valores de IC50 (µg/ml).  

 

2.8. Cromatografia Líquida de Alta Performance com Detecção por Arranjo 

de Díodos (HPLC-DAD) 

 

Nos extratos de folhas, polpa e sementes de C.humilis preparados no primeiro 

ensaio foi feita uma primeira abordagem do estudo dos seus constituintes fenólicos por 

HPLC-DAD. Para tal os extratos foram previamente filtrados por uma membrana de 

politetrafluoretileno (PTFE) e poro 0,45 µm (Fiorini, Ingré, França). Analisou-se 20 µl 

de cada extrato em unidade analítica de HPLC (Gilson), através de uma coluna 

Spherisorb ODS2 (25.0×0.46 cm; 5 μm tamanho de partícula; Waters, Milford, MA). 

O sistema de eluentes usado consistiu em água:ácido fórmico (19:1) (A) e 

MeOH (B), e foi estabelecido o seguinte gradiente: 5% de B aos 0 min, 15% de B aos 3 

min, 25% de B aos 13 min, 30% de B aos 25 min, 35% de B aos 35 min, 45% de B aos 

39 min, 45% de B aos 42 min, 55% de B aos 47 min, 75% de B aos 56 min, 100% de B 

aos 60 min, 100% de B aos 65 min e 5% de B aos 66 min, até aos 80 min, mantendo um 

caudal de eluentes de 0,9 ml/min. A deteção foi efetuada com um detetor de díodos 

Gilson. Os espetros foram acumulados no intervalo 200-400 nm e os cromatogramas 
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foram registados a 280, 320 e 350 nm. Os dados foram processados no software 

Unipoint System (Gilson Medical Electronics,Villiers-le-Bel, France).  

Os compostos fenólicos foram quantificados medindo as suas absorvências nos 

cromatogramas obtidos a 280 nm (ácido hidroxibenzoicos e catequinas), 320 (ácidos 

hidroxicinamicos) e a 350 nm (flavonoides) e pelo método do padrão externo, segundo 

a equação 2, o procedimento foi realizado em triplicado.  

 

      
    

    
       

 

Onde C(c) é a concentração do composto na amostra, A(c) é a área do composto 

na amostra, A(p) é a área padrão e a C(p) é a concentração padrão.  

 

2.9. Análise estatística e tratamento de dados 
 

Em todos os ensaios as medições foram feitas em triplicado e repetidas três 

vezes. Os resultados foram apresentados sob a forma de média ± erro padrão, exceto na 

análise por HPLC-DAD em que foi média ± desvio padrão. 

Os dados foram tratados estatisticamente usando o programa SPSS para 

Windows, através de análise de variância (ANOVA). As diferenças significativas entre 

médias foram identificadas recorrendo ao teste de Duncan ou ao T-Test e para as 

correlações foi usado o teste de Pearson.  
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3. Resultados e Discussão 

3.1. Avaliação da atividade biológica e teor em fenóis de diferentes extratos 

de C. humilis 
 

Com o objetivo de obter informação sobre o potencial biológico da espécie C. 

humilis foi avaliada a capacidade antioxidante, anti-AChE, anti-BChE e anti-TYR de 

extratos de diferentes tipos de material vegetal, nomeadamente folha, pele, polpa e 

semente. Para além disso foram quantificados os teores em fenóis e flavonoides totais 

nestes extratos e foi feita uma análise preliminar dos extratos por HPLC-DAD. Os 

extratos foram obtidos por maceração e utilizou-se o MeOH como solvente de extração. 

Os rendimentos de extração variaram muito dependendo do tipo de material vegetal, 

sendo que o maior rendimento foi obtido para a polpa e o menor para sementes, 

provavelmente devido à disponibilidade dos diferentes componentes extratáveis em 

cada parte da planta. 

 

3.1.1. Avaliação da capacidade antioxidante 

 

Os antioxidantes são moléculas que podem interagir com radicais livres e 

terminar a sua reação em cadeia antes que moléculas que são vitais sejam danificadas. 

Os antioxidantes têm um papel importante na proteção do organismo humano contra 

infeções e doenças neurodegenerativas (Sadeghi, Kuhestani, Abdollahi & Mahmood, 

2014), como tal várias investigações têm vindo a ser feitas para identificar antioxidantes 

naturais para a prevenção destas doenças. O potencial antioxidante de extratos de 

diversas espécies de palmeiras, nomeadamente do fruto, tem sido reportado por alguns 

autores, os frutos possuem uma variedade de antioxidantes enzimáticos e não-

enzimáticos com propriedades anti-mutagénicas e anti-cancerigenas em diferentes 

quantidades dependendo da espécie (Abbas, Foroogh, Liong & Azhar, 2008; Biglari, 

AlKarkhi & Easa, 2008; Shams, Khanavi, Hajimahmoodi, Jahangiri & Hadjiakhoondi, 

2010).  

Neste trabalho, a atividade antioxidante de diversos extratos de C. humilis foi 

determinada através de três métodos, DPPH, TEAC e FRAP. No método DPPH, a 

medida é dada pelo decréscimo da absorvência a 515 nm através da captura do radical 

livre pelos compostos antioxidantes presentes na amostra. O método TEAC mede a 
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capacidade antioxidante determinada pela descoloração do ABTS através da medida de 

redução do radical com a inibição percentual de absorvência a 734 nm. A capacidade de 

redução de um composto pode servir como indicador do seu potencial antioxidante. A 

presença de redutores, tais como antioxidantes leva à ocorrência da redução do 

complexo Fe
3+

/ferricianeto à forma ferrosa. Assim, o Fe
2+

 pode ser monitorizado 

através da medição da formação do azul Prússia a 700 nm (Chung et al., 2002). A partir 

da figura 5 é possível verificar o elevado potencial antioxidante dos diferentes extratos 

estudados. 
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Figura 5. Avaliação da atividade antioxidante dos diferentes extratos de Chamaerops humilis 

através dos métodos DPPH, TEAC e FRAP. Os valores representam a média ± o erro padrão de 

três repetições. No mesmo gráfico, valores seguidos de letras diferentes representam médias 

significativamente diferentes de acordo com o teste de Duncan (P<0,05). Controlo positivo no 

ensaio DPPH (BHT): IC50 = 462.24 ± 0.03 µg/ml. 
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No caso do DPPH, os resultados encontram-se expressos como valores de IC50, e 

variaram de 81,28 ± 1,79 a 346,08 ± 12,63 µg/ml. Tendo em conta que quanto mais 

baixo os valores obtidos mais eficiente foi a capacidade do extrato inibir o radical, 

verifica-se que o extrato de sementes foi aquele com melhor resultado, embora as 

folhas, e os restantes constituintes do fruto também apresentassem bons resultados. 

Analisando os resultados obtidos pelo método TEAC observa-se que todos os 

extratos revelaram capacidade antioxidante ao inibir o radical ABTS
●+

. Os valores estão 

expressos em equivalentes de trolox, o que significa que são necessárias micromoles de 

trolox para traduzir a mesma atividade antioxidante de um grama de extrato (Ou, 

Hampsch-Woodill & Prior, 2001). Os resultados variaram entre 351,06 ± 11,99 e 

1440,42 ± 49,88 µmolET/gextrato, e mais uma vez, o extrato das sementes possui uma 

maior capacidade de neutralizar o ABTS
●+

 com um valor significativamente mais 

elevado que os restantes extratos (P<0,05), 1440,42 ± 49,88 µmolET/gextrato. 

Relativamente ao poder redutor do ferro verifica-se através da análise da figura 5 

que todos os extratos apresentaram uma elevada capacidade para reduzir o ferro com 

uma gama de valores entre 369,56 ± 22,91 e 1142,46 ± 23,24 µmolEAA/gextrato. O extrato 

de sementes voltou a ser aquele com o valor significativamente mais elevado (P<0,05) 

(1142,46 ± 23,24 µmolEAA/gextrato). 

O extrato das sementes apresentou atividade antioxidante mais elevada em 

qualquer um dos métodos usados. Estudos anteriores demonstraram o potencial 

antioxidante de frutos de várias palmeiras (Biglari et al., 2008; Khanavi et al., 2009; 

Shams et al., 2010; Sadeghi, Valizadeh & Shermeh, 2015). Shams et al. (2010) revelou 

ainda que a atividade antioxidante do fruto da palmeira Phoenix dactylifera L. pode ser 

utilizado como antioxidante natural na indústria alimentar e farmacêutica. Em relação 

ao fruto de C. humilis ainda não foram realizados quaisquer estudos sobre o seu 

potencial antioxidante, existindo apenas estudos que demonstram o potencial 

antioxidante de extratos de folhas. Benahmed-Bouhafsoun et al. (2013) e Miguel et al. 

(2014) obtiveram valores de IC50 pelo método DPPH de 180,71 μg/ml e 35 μg/ml, 

respetivamente, valores estes inferiores aos obtidos neste trabalho (346,08 µg/ml). Estas 

variações podem ser atribuídas às características ambientais e fitoquímicas da planta em 

estudo, uma vez que o material vegetal deste trabalho foi recolhido em sítios diferentes 

e em épocas diferentes do que foi utilizado nos outros trabalhos; e às diferentes 

condições utilizadas na extração e avaliação da atividade antioxidante. 
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Os diferentes extratos de C. humilis revelaram um elevado potencial 

antioxidante, destacando-se o extrato das sementes que revelou ser um bom doador de 

hidrogénio podendo acabar com uma reação radical em cadeia, de forma a converter os 

radicais livres em produtos estáveis. A capacidade de doar hidrogénio é uma 

característica de antioxidantes primários, que doando o seu hidrogénio a um radical 

livre inibem a fase de propagação da oxidação lipídica (Ordoñez, Gomez, Vattuone & 

lsla, 2006), reduzindo a produção de radicais livres e, em última análise, contribuindo 

para diminuir muitas das doenças humanas, como doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas e cancro. A capacidade redutora de um extrato pode relevar o seu 

potencial antioxidante, uma vez que compostos com poder redutor indicam que são 

dadores de eletrões e podem reduzir intermediários dos processos da peroxidação 

lipídica, uma vez que conseguem atuar como antioxidantes primários e secundários 

(Yen & Chen, 1995). 

 

3.1.2. Inibição in vitro dos enzimas AChE, BChE e TYR 
 

A DA raramente ocorre em idades inferiores a 50 anos e geralmente denotam-se 

perdas cognitivas consideráveis nos doentes afetados. A maioria dos casos da doença 

são esporádicos sendo que 5-10% são de origem familiar (Mancuso, Bates, Butterfi, 

Calafato, Cornelius, Lorenzo et al., 2007). Clinicamente a DA é caracterizada pela 

perda progressiva de memória, um declínio na capacidade de linguagem e demência, 

resultado da imensa perda de neurónios do cérebro associados ao sistema cognitivo 

(Benzi & Moretti, 1998; Clark, 2000). Em termos bioquímicos, a DA é descrita pela 

redução dos níveis do neurotransmissor ACh, que é hidrolisado primariamente pela 

AChE e secundariamente pela BChE (Racchi, Mazzucchelli, Porrello, Lanni & Govoni, 

2004). A inibição das ChEs é uma abordagem estabelecida para atenuar os sintomas 

relacionados com a DA (Orhan, Kartal, Naz, Ejaz, Yilmaz, Kan et al., 2007). 

A DP é uma doença neurodegenerativa comum em adultos e idosos e é a 

segunda doença neurodegenerativa mais comum depois da DA afetando 6 milhões de 

pessoas no mundo. É uma doença caracterizada pela presença de rigidez, tremor e 

instabilidade postural. A perda de neurónios de dopamina na substantia nigra é a 

característica patológica da DP (Pakkenberg, Moller, Gundersen, Dam & Pakkenberg, 

1991; Lesage & Brice 2009). A presença do promotor da TYR e a sua atividade no 

sistema nervoso central, em particular na substantia nigra (Tief, Schmidt & Beermann, 
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1998; Greggio et al., 2005), favorece a formação de doenças neurodegenerativas como 

DP. Os compostos vegetais podem fornecer neuroproteção através da sua capacidade 

para inibir este enzima impedindo a formação de neurotoxinas no cérebro (Vauzour, 

Vafeiadou & Spencer, 2007). 

Na tentativa de encontrar inibidores de origem vegetal dos enzimas envolvidas 

no tratamento da DA e DP, neste trabalho, avaliou-se a capacidade dos extratos de 

folhas, pele, polpa e sementes de C. humilis para inibir a atividade de AChE, BChE e 

TYR. Os resultados estão representados na figura 6.  



Resultados e Discussão  
 

27 
 

 

Figura 6. Inibição da atividade das enzimas AChE, BChE e TYR in vitro pelos diferentes 

extratos de Chamaerops humilis. Os valores representam a média ± o erro padrão de três 

repetições. No mesmo gráfico, valores seguidos de letras diferentes representam médias 

significativamente diferentes de acordo com o teste de Duncan (P<0,05). Controlo positivo nos 

ensaios anti-ChEs (galantamina): IC50 = 2.20 ± 0.04 e 11.72 ± 1.09 µg/ml para a AChE e BChE, 

respetivamente; controlo positivo no ensaio anti-TYR (ácido kójico): 94,46 ± 1,20 % de 

inibição a 200 µg/ml. 
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Verifica-se que todos os extratos inibem os enzimas AChE e BChE, sendo os 

extratos de frutos os que revelaram uma maior capacidade inibitória (P<0,05). A melhor 

inibição tanto de AChE como de BChE foi exibida pelos extratos de sementes (IC50 de 

660,16 ± 21,94 e 304,86 ± 26,41 µg/ml para a AChE e BChE, respetivamente) e pele 

(653,68 ± 18,20 e 701,54 ± 65,84 µg/ml, respetivamente). O extrato de folhas inibiu a 

atividade enzimática, mas a concentrações mais elevadas (7005,82 ± 287,85 e 8358,87 ± 

343,57 µg/ml, respetivamente).  

A diferença observada entre a atividade inibitória dos extratos de frutos e de 

folhas face aos enzimas AChE e BChE poderá dever-se à diferença de compostos 

bioativos presentes em cada extrato, facto comprovado por Mata et al. (2007) e Fawole, 

et al. (2010) nos seus estudos sobre o papel dos compostos de outras espécies na 

inibição da atividade anticolinesterásica. Alguns estudos comprovam que extratos de 

frutos, e mais fortemente o extrato de sementes de algumas espécies como Hypericum 

amblysepalum Hochst. (Keskin, 2015), Prunus mahaleb L. (Oskoueian, Haghighi, 

Ebrahimi & Oskoueian, 2012), Streblus asper Lour., Piper nigrum L. (pimenta preta) e 

Musa sapientum L. (banana) (Ingkaninan, Temkitthawon, Chuenchom, Yuyaem & 

Thongnoi, 2003), revelaram elevada capacidade de inibir ChEs (Wetwitayaklung, 

Limmatvapirat & Phaechamud, 2013; Oboh, Akinyemi, Omojokun & Oyeleye, 2014). 

Neste trabalho a capacidade inibitória dos enzimas AChE e BChE de extratos de frutos 

(pele, polpa e semente) de C. humilis é descrita pela primeira vez. Em relação ao extrato 

foliar Miguel et al. (2014) não detetaram atividade inibitória do enzima AChE nas 

condições estudadas. 

 

Verifica-se que a atividade da enzima TYR foi inibida pelos extratos de C. 

humilis sendo a ação inibitória mais forte quando comparada com a dos enzimas AChE 

e BChE (figura 6). Novamente os componentes dos frutos revelaram o maior potencial 

inibitório, com resultados de 268,97 ± 17,75, 279,99 ± 26,87 e 747,46 ± 66,23 µg/ml 

para as sementes, polpa e pele, respetivamente. O extrato foliar também revelou uma 

boa capacidade inibitória em relação a este enzima, 1633,32 ± 62,33 µg/ml. 

A TYR está ligada à DP e outras doenças neurodegenerativas, oxidando o 

excesso de dopamina para produzir dopamina quinonas, espécies altamente reativas que 

induzem dano neuronal e morte celular (Asanuma, Miyazaki & Ogawa, 2003), assim 

sendo o extrato de sementes volta a ter um papel fulcral como inibidor desta vez face à 

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2858417


Resultados e Discussão  
 

29 
 

oxidação do L-DOPA. Estudos anteriores com extratos de outras plantas já revelaram a 

capacidade de inibir a TYR, no entanto os valores obtidos neste estudo foram superiores 

aos reportados num estudo com extratos de romã (Yoshimura, Watanabe, Kasai, 

Yamakoshi & Koga, 2005). O extrato metanólico do fruto de Citrus grandis também 

demonstrou capacidade de inibir este enzima mas utilizando a concentração de extrato 

de 10 mg/ml (Wu, Chiang, Tzeng & Shyu, 2010). Os extratos de S. albida subsp. 

colchica e S. brevibracteata subsp. subvelutina apresentaram inibição da TYR numa 

percentagem de 39,57% e 51,58%, respetivamente, mas a uma concentração de 1 mg/ml 

(Loizzo, Tundis & Menichini, 2012). Com base em pesquisas em várias bases de dados 

(Web of Science e NCBI), verifica-se que não há estudos deste género com extratos de 

C. humilis, sendo este estudo pioneiro na avaliação do potencial terapêutico desta 

espécie.   

 

 

3.1.3. Quantificação do teor total em fenóis e em flavonoides 

 

Os compostos fenólicos são metabolitos secundários das plantas que têm vindo a 

mostrar benefícios para a saúde nomeadamente devido às suas propriedades 

antioxidantes e podem, por isso, ser úteis para utilização em alimentos, cosméticos e 

produtos farmacêuticos (Bagchi, Bagchi, Stohs, Das, Ray, Kuszynski et al., 2000; 

Ariga, 2004, Piantino & Aquino, 2008, Cicerale, Lucas & Keast, 2010).  

Os flavonoides fazem parte da maior classe de compostos fenólicos e diversos 

estudos apontam para que a atividade antioxidante dos mesmos se deve à sua estrutura 

química. A quercetina é o flavonoide com os melhores requisitos a nível estrutural 

tendo assim uma boa ação antioxidante (Valentão, 2002; Cunha, 2005; Seabra et al., 

2006). Para além das propriedades antioxidantes, também possuem propriedades anti-

proliferativas, anti-histamínicas e anti-inflamatórias (Boots, Haenen & Bast, 2008). 

Uma vez que os compostos fenólicos e mais concretamente os flavonoides estão 

associados ao potencial antioxidante dos extratos vegetais, neste trabalho foram 

quantificados utilizando os métodos colorimétricos F-C e do AlCl3, respetivamente. Os 

resultados encontram-se apresentados na figura 7. 
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Figura 7. Quantificação do teor em fenóis (em cima) e em flavonoides (em baixo) dos 

diferentes extratos de Chamaerops humilis obtidos por maceração. Os valores representam a 

média ± o erro padrão de três repetições. No mesmo gráfico, valores seguidos de letras 

diferentes representam médias significativamente diferentes de acordo com o teste de Duncan 

(P<0,05). 

 

No geral, os diferentes extratos apresentaram um elevado teor em fenóis, 

expressos em equivalentes de ácido gálhico por grama de extrato, com uma variação de 

valores entre 344,33 ± 11,82 e 1564,88 ± 29,91 µmolEAG/gextrato, sendo o valor mais alto 

obtido para o extrato de sementes e o mais baixo para o extrato de polpa (P<0,005). 

Segundo Demiray et al. (2009) estes resultados podem ser explicados pela variação da 

distribuição de metabolitos secundários entre diferentes órgãos da planta. A atividade 

antioxidante encontra-se geralmente correlacionada com o teor em compostos fenólicos 

de cada amostra e varia de acordo com cada extrato provavelmente devido a diferentes 

perfis fitoquímicos. O teste de Pearson comprovou a existência de uma correlação 

significativa (P0,01) entre os teores em fenóis totais presentes nos extratos e a 
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atividade antioxidante avaliada pelos três métodos. Alguns estudos fitoquímicos em 

extratos de C. humilis demonstraram que estes contêm diversos compostos fenólicos 

como taninos, flavonoides, saponinas, quinonas e cumarinas (Benmehdi, Hasnaoui, 

Benali & Salhi, 2012; Benahmed-Bouhafsoun et al., 2013; Hasnaoui et al., 2013), 

fundamentando assim os elevados teores em fenóis obtidos para os diferentes extratos 

em estudo. Contudo, a análise dos resultados deste trabalho deve ser feita com 

prudência, uma vez que os constituintes dos extratos não são totalmente conhecidos. 

Além disso, apesar do método colorimétrico F-C ser bastante utilizado para a 

quantificação de compostos fenólicos não apresenta especificidade para fenóis, ou seja, 

outras substâncias podem reduzir o reagente F-C, a resposta dos compostos fenólicos 

face ao reagente F-C depende do número de grupos de fenol que possuem (Singleto et 

al., 1999). 

 

Em relação às quantidades de flavonoides existentes em cada extrato, obtidas 

pelo método AlCl3, que dá uma indicação da quantidade de flavonoides presentes nas 

amostras sem a interferência de outros grupos de substâncias fenólicas, principalmente 

ácidos fenólicos (Funari & Ferro 2006), verifica-se um destaque do extrato foliar com 

valores de 139,88 ± 2,38 µmolEQ/gextrato. Os restantes extratos apresentaram valores mais 

baixos, por ordem decrescente as sementes (42,92 ± 2,99 µmolEQ/gextrato), a pele (26,91 

± 2,20 µmolEQ/gextrato) e a polpa (19,48 ± 0,64 µmolEQ/gextrato). Apesar dos constituintes 

dos vários órgãos de C. humilis ainda ser um tema pouco investigado, alguns dos 

estudos já existentes fundamentam estes resultados, nomeadamente o elevado valor de 

flavonoides no extrato foliar que foi reportado por Williams & Harborne (1973). Estes 

autores identificaram diversos flavonoides nas folhas de C. humilis, designadamente 

leucoantocianidina (flavonoide monomérico 3,4-diol), flavona C-glicósidos e tricina 5-

O-glicósido. Em relação aos frutos foi reportado por Monache et al. (1972) a presença 

dos flavonoides (+)-epicatequina, (+)-catequina e procianidinas (taninos condensados). 

Ao contrário do verificado para o teor em fenóis o teste de Pearson indicou a 

inexistência de correlação entre o teor em fenóis e a atividade antioxidante dos extratos.  

 

No seguimento do estudo de avaliação da atividade biológica e quantificação do 

teor em compostos fenólicos houve oportunidade de fazer um estudo muito preliminar 

sobre o perfil fenólico dos diferentes extratos de C. humilis. A tabela 1 apresenta os 
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resultados do perfil fenólico dos extratos de folhas e polpa de C. humilis determinado 

por HPLC-DAD por comparação com padrões puros de compostos fenólicos. Verificou-

se a presença de ácidos fenólicos (ácidos hidroxicinâmicos) e flavonoides. No extrato de 

polpa foram identificados dois compostos diferentes, um ácido hidroxicinâmico, o ácido 

3-O-cafeoilquínico (3,77 ± 0,27 mg/gextrato) e um flavonoide, (+)-catequina (0,54 ± 0,13 

mg/gextrato). 

O extrato das folhas contém vários compostos entre eles ácidos 

hidroxicinâmicos, o ácido 3-O-cafeoilquínicos, à semelhança do extrato da polpa, e o 

ácido clorogénico (2,97 ± 0,15 mg/gextrato). Foram também identificados dois tipos de 

flavonoides, a luteolina-8-C-glucósido (3,88 ± 0,59 mg/gextrato seco) e a apigenina 8-C-

glucósido (7,16 ± 1,06 mg/gextrato), sendo estes os composto maioritários deste extratos. 

Foram também identificados derivados de luteolina e apigenina pelo método do padrão, 

comparando com a luteolina e com a apigenina, uma vez que os seus pesos moleculares 

são similares a estes dois compostos e o espetro característico é semelhante. 
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Tabela 1. Perfil fenólico de extratos de Chamaerops humilis (mg/gextrato) por cromatografia 

líquida de alta pressão com detetor de matriz de diodo (HPLC-DAD). 

“-“ não identificado 

 

Nas seguintes figuras estão representados os espectros UV dos extratos de folhas (figura 

8), polpa (figura 9) e sementes (figura 10). 

 

 

 

 
Tempo de 

retenção 
Folhas Polpa 

Ácido 3-O-cafeoilquínico (1) 9,91 
3,77 ± 

0,27 

3,77 ± 

0,27 

(+)-catequina (2) 12,35 - 
0,54 ± 

0,13 

Ácido clorogénico (ácido 5-O-cafeoilquínico) 

(3) 
17,38 

2,97 ± 

0,15 
- 

Orientina (Luteolina-8-C-glucósido) (4) 30,48 
3,88 ± 

0,59 
- 

Vitexina (Apigenina 8-C-glucósido) (5) 32,47 
7,16 ± 

1,06 
- 

Derivado da Apigenina (6) 38,42 
0,98 ± 

0,23 
- 

Derivado da Luteolina (7) 40,94 
1,60 ± 

0,31 
- 

Derivado Luteolina (8) 41,45 
2,08 ± 

0,31 
- 

Derivado de Apigenina (9) 46,31 
1,07 ± 

0,33 
- 

Derivado de Apigenina (10) 48,16 
4,68 ± 

0,57 
- 

Derivado de Apigenina (11) 49,66 
1,36 ± 

0,43 
- 

Figura 8. Cromatograma de HPLC para o extrato de folhas de Chamaerops 

humilis (λ = 350 nm). O número correspondente a cada pico encontra-se 

descrito na Tabela 1. 
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Figura 10. Cromatograma de HPLC para o extrato de sementes de 

Chamaerops humilis (λ = 280 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da análise dos cromatogramas, verifica-se a semelhança entre alguns 

picos dos espectros UV de folhas e de polpa, indicando que provavelmente têm alguns 

compostos fenólicos da mesma família (flavonoides e ácidos fenólicos). Verifica-se que 

há outros compostos que só aparecem num ou noutro cromatograma e com picos de 

grande intensidade, o que poderá undicar tratar-se de um composto maioritário do 

extrato. Pela visualização do cromatograma do extrato de sementes verifica-se uma 

grande lomba entre os tempos de retenção de 15 e 25 min, aproximadamente, que se 

pensa indicar taninos condensados, uma vez que estes são polímeros do ácido gálhico 

Figura 9. Cromatograma de HPLC para o extrato de polpa de Chamaerops 

humilis (λ = 350 nm). O número correspondente a cada pico encontra-se 

descrito na Tabela 1 
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ou do ácido elágico que a um comprimento de onda de 280 nm costumam apresentar o 

mesmo tipo de espetro.  

Muitos dos picos presentes nos cromatogramas não foram identificados quanto à 

família do composto fenólico presente, devido a alguns fatores nomeadamente, alguns 

picos sofreram variações quando comparados com os compostos puros dos padrões e à 

falta de padrões para comparação. Os resultados deste estudo preliminar do perfil 

fenólico estão de acordo com os resultados descritos anteriormente do teor em fenóis e 

flavonoides totais, uma vez que no caso do extrato de folhas foram detetados inúmeros 

flavonoides, já nas sementes tal não ser verificou, sendo talvez os taninos a causa do 

elevado teor em compostos fenólicos registado. Estes resultados estão de acordo com os 

estudos fitoquímicos em extratos desta espécie já referenciados acima. 
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3.2. Efeito da concentração de metanol e tempo de extração na capacidade 

antioxidante e teor em fenóis de extratos de semente 

 

Diferentes sistemas de solventes têm sido utilizados para a extração de 

compostos de material vegetal (Chavan, Shahidi & Naczk, 2001). O rendimento da 

extração é dependente do solvente e do método de extração (Goli, Barzegar & Sahari, 

2004) e este deve permitir uma extração dos compostos de interesse evitando 

modificações químicas dos compostos (Zuo, Chen & Deng, 2002). Água, misturas 

aquosas de etanol, MeOH ou acetona são os solventes muito utilizados para extrair 

compostos antioxidantes (Sun & Ho, 2005). Solventes polares como o MeOH e o etanol 

são frequentemente empregados para recuperar polifenóis de diferentes plantas (Sultana, 

Anwar & Ashraf, 2007; Anwar, Ali, Hussain & Shahid, 2009). No entanto, um solvente 

simples pode não ser capaz de extrair o máximo de compostos fenólicos de todos os 

tipos de material vegetal. Muitas vezes verifica-se que a combinação de solventes 

orgânicos com aquosos é mais eficiente para a recuperação de compostos antioxidantes 

do que os correspondentes solventes puros (Sultana, Anwar & Przybylski, 2009). 

Tendo em conta, que o extrato de sementes de C. humilis foi o que anteriormente 

revelou maior capacidade antioxidante e maior teor em fenóis totais, decidiu estudar-se 

mais detalhadamente a extração a partir deste material vegetal. Têm sido realizados 

estudos para avaliar o efeito do tempo de extração e concentração de solvente em outras 

espécies (Goli, Barzegar & Sahari, 2004; Lapornik, Prosek & Wondra 2005; Liyana-

Pathirana & Shahidi, 2005; Spigno, Tramelli & Faveri, 2007) relevando que estes 

afetam a atividade antioxidante. Neste trabalho prepararam-se extratos por maceração 

durante 60 min e 24 h com MeOH a 0, 50 e 100% e avaliou-se a sua atividade 

antioxidante e teor em fenóis totais. Os rendimentos de extração variaram entre 8,08 e 

14,16%, o valor mais elevado foi obtido com MeOH a 100% para o período de extração 

24 h.  

Na figura 11 apresentam-se os resultados da atividade antioxidante avaliada 

pelos métodos DPPH, TEAC e FRAP. 
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Figura 11. Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de sementes de Chamaerops 

humilis obtidos por maceração com MeOH a diferentes concentrações (0, 50 e 100%) durante 

60 min e 24 h. Os valores representam a média ± o erro padrão de três repetições. Para cada 

período de extração foi efetuada uma comparação estatística entre os solventes, letras diferentes 

representam médias significativamente diferentes pelo Teste de Duncan (P <0,05). Para cada 

concentração de MeOH, valores assinalados com * representam médias significativamente 

diferentes entre os dois períodos de tempo pelo Teste T (P <0,05). 
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Analisando os resultados da atividade antioxidante verifica-se que, no geral a 

capacidade para inibir o radical DPPH é mais eficiente quando a extração é realizada 

durante o período de 60 min e nesse caso é independente da concentração de solvente 

utilizada. A capacidade para inibir o radical ABTS
●+

 é também superior em extratos 

obtidos durante um período de extração mais curto (60 min) seja qual for o solvente 

usado. Além disso, verifica-se que os valores mais elevados são obtidos com MeOH a 

50% (P0,05) tanto a 60 min (1359,86 ± 41,16 µmolET/gextrato) como a 24 h (1170,37 ± 

37,41 µmolET/gextrato) (figura 11). 

Analisando os resultados da capacidade redutora do ferro pelo método FRAP 

(figura 11) verifica-se que esta é mais elevada (P<0,05) para o período de extração de 

60 min quando se utiliza MeOH a 0 e 100%. No entanto, quando se utiliza MeOH a 

50% a capacidade redutora é superior (P<0,05) para o perído de 24 h. 

De um modo geral, verificou-se que os extratos obtidos com MeOH a 50% são 

os que apresentam maior atividade antioxidante pelos métodos estudados, sendo estes 

resultados semelhantes aos obtidos em casca de manga, em que a mistura de MeOH 

com água resultou num maior potencial antioxidante do extrato do que quando o extrato 

foi produzido com o solvente na forma pura (Dorta, Lobo & Gonzalez, 2012). Além 

disso, verificou-se que um período de extração mais curto conduziu a melhores 

resultados o que está de acordo com diversos estudos (Juntachote, Berghofer, Bauer & 

Siebenhandl, 2006; Chirinos, Rogez, Campos, Pedreschi & Larondelle, 2007; Chan, 

Lee, Yap, Wan Aida & Ho, 2009) que apontam para que uma extração prolongada 

conduza a um aumento da possibilidade de ocorrência de oxidação dos compostos 

fenólicos extraídos, comprometendo assim a capacidade que o extrato tem para reduzir 

os radicais livres. 

É uma prática comum medir o conteúdo em fenóis totais quando se investiga o 

potencial antioxidante de extratos de plantas, uma vez que vários estudos têm vindo a 

reportar que plantas com um elevado teor em compostos fenólicos também se revelam 

como potentes antioxidantes (Maisuthisakul, Suttajit, & Pongsawatmanit, 2007; Razali, 

Razab, Mat & Aziz, 2008). Na figura 12 estão representados os teores em compostos 

fenólicos dos vários extratos de sementes de C. humilis. 
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Figura 12. Quantificação do teor em fenóis dos extratos de sementes de Chamaerops humilis 

obtidos por maceração com diferentes solventes a diferentes períodos de tempo. Os valores 

representam a média ± o erro padrão de três repetições. Para cada período de extração foi 

efetuada uma comparação estatística entre os solventes, letras diferentes representam médias 

significativamente diferentes pelo Teste de Duncan (P <0,05). Para cada concentração de 

MeOH os valores assinalados com * representam médias significativamente diferentes entre os 

dois períodos de tempo pelo Teste T (P <0,05). 

 

Na análise do teor em fenóis pelo método F-C observou-se que os valores 

variaram entre 1105,09 ± 35,43 e 1934,49 ± 26,29 µmolEAG/gextrato
 
(figura 12) sendo os 

valores obtidos mais elevados quando o solvente de extração foi o MeOH a 50%, 

independentemente do tempo de extração. Estes resultados podem ser fundamentados 

pelo fato de que os compostos fenólicos extraídos com solventes mais polares como 

MeOH/etanol aquoso geralmente apresentem teores mais elevados de compostos 

fenólicos do que os extraídos com MeoH/etanol puro (Siddhuraju & Becker, 2003; 

Anwar et al., 2006; Sultana et al., 2007). Vários estudos têm vindo a demonstrar que os 

compostos fenólicos influenciam o potencial antioxidante dos extratos vegetais 

(Katalinic, Milos, Kulisic & Jukic, 2006; Li, Wong, Cheng & Chen, 2008). Assim de 

uma forma geral os resultados obtidos pelos quatros métodos F-C, DPPH, TEAC e 

FRAP, demonstram uma certa concordância, uma vez que os extratos com maior teor 

em fenóis totais foram os que apresentaram maior atividade antioxidante. 
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3.3. Atividade antioxidante e teor em fenóis de extratos de semente obtidos 

por extração assistida por ultrassons 

 

A EAU pode ser considerada um método não convencional de extração que vem 

demonstrando eficiência na extração de compostos bioativos. Vários estudos têm vindo 

a evidenciar que a aplicação de ultrassons pode aumentar a eficiência da extração 

através da cavitação acústica e dos efeitos mecânicos sob a amostra (Wu, Lin & Chau, 

2001; Rostagno, Palma & Barroso, 2003). A cavitação acústica produzida por ultrassom 

pode perturbar as paredes celulares facilitando a penetração do solvente no material 

vegetal permitindo assim que o conteúdo intracelular seja libertado. Outro efeito 

mecânico do ultrassom é a agitação do solvente utilizado para a extração, aumentando 

assim a área de contato entre o solvente e os compostos a extrair, permitindo uma maior 

penetração do solvente no interior da matriz da amostra (Corbin, Fidel, Leclerc, 

Barakzoy, Sagot, Falguiéres et al., 2015). Sendo assim, as principais vantagens da EAU 

incluem a redução do tempo de extração e o reduzido consumo de solvente. Neste 

trabalho decidiu-se avaliar o seu efeito na atividade antioxidante e teor em fenóis de 

extratos de sementes de C. humilis, tendo sido estudado o efeito da concentração de 

MeOH (0, 50 e 100%) e a temperatura de extração (30 e 50 ºC). Já vem sendo reportado 

por alguns investigadores (Shotipruk, Kaufman & Wang, 2001; Zhang, Zhang, Yue, 

Fan, Li & Chen, 2009; Samaram et al., 2015) o efeito da variação da temperatura nesta 

técnica levando a que este aspecto fosse abordado neste trabalho. Além disso, e uma vez 

que no ensaio anterior se verificou uma tendência para obter melhores resultados com o 

período de extração de 60 min, para além deste período usaram-se dois mais curtos, 20 e 

40 min. Os extratos obtidos foram avaliados quanto ao teor em fenóis totais e à 

capacidade antioxidante e os resultados estão resumidos na tabela 2.  

Os rendimentos de extração dos vários extratos de sementes obtidos por EAU 

variaram entre 8,72-10,56% para o MeOH a 100%, 10,96-14,36% para o MeOH a 50% 

e 6,69-14,25% quando se utilizou apenas água. 
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Tabela 2. Atividade antioxidante (DPPH, TEAC e FRAP) e teor em fenóis totais em extratos de sementes de Chamaerops humilis obtidos por EAU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores representam a média ± o erro padrão de três repetições. Para cada variável e solvente de extração valores com letras diferentes representam médias 

significativamente diferentes pelo Teste de Duncan (P <0,05). ns, indica não significativo, ***, ** e *, indica significativo para P<0,001, P<0,01 e P<0,05, respetivamente 

(ANOVA tri-fatorial). 

MeOH 

(%) 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(min) 

DPPH (IC50, 

µg/ml) 

TEAC 

(µmolET/gextrato) 

FRAP 

(µmolEAA/gextrato) 

F-C 

(µmolEAG/gextrato) 

0 

30 

20 114,57 ± 5,31 a 479,79 ± 46,18 c 620,19 ± 25,46 d 1033,17 ± 41,19 d 

40 134,13 ± 10,18 bc 517,57 ± 11,59 c 711,08 ± 19,14 cd 1134,17 ± 52,99 bc 

60 126,13 ± 3,28 ab 474,12 ± 20,23 c 617,64 ± 25,25 d 1043,85 ± 18,62 cd 

50 

20 141,14 ± 3,75 bcd 1032,87 ± 53,81 a 1260,17 ± 91,34 a 1318,10 ± 15,32 a 

40 150,38 ± 5,41 cd 741,50 ± 25,84 b 946,40 ± 41,48 b 1193,16 ± 3,47 b 

60 154,29 ± 3,03 d 681,33 ± 15,68 b 851,60 ± 51,34 bc 1133,36 ± 20,86 bc 

50 

30 

20 124,05 ± 3,78 bc 1091,67 ± 19,96 c 903,13 ± 45,21 c 1648,35 ± 32,64 a 

40 129,99 ± 3,79 cd 1261,62 ± 52,78 b 1076,90 ± 28,39 ab 1550,91 ± 25,00 ab 

60 113,65 ± 0,69 a 1411,05 ± 12,71 a 1162,33 ± 53,87 a 1590,60 ± 75,04 ab 

50 

20 115,35 ± 1,79 ab 1217,47 ± 45,98 b 1147,49 ± 15,92 a 1313,46 ± 23,21 c 

40 134,76 ± 0,81 d 1160,08 ± 42,28 bc 1138,03 ± 36,92 a 1493,40 ± 31,57 b 

60 126,68 ± 5,18 cd 1164,48 ± 18,84 bc 991,16 ± 56,82 bc 1491,98 ± 40,70 b 

100 

30 

20 84,78 ± 1,65 a 1292,03 ± 45,09 a 1327,16 ± 66,69 b 1854,86 ± 30,57 ab 

40 93,65 ± 4,03 ab 1412,73 ± 35,36 a 1398,47 ± 27,15 ab 1706,05 ± 47,59 bc 

60 107,09 ± 4,71 c 1400,50 ± 18,95 a 1235,97 ± 27,65 b 1705,49 ± 37,12 bc 

50 

20 96,46 ± 3,56 b 1350,62 ± 124,65 a 1385,56 ± 78,32 ab 1818,69 ± 47,04 ab 

40 88,45 ± 2,07 ab 1462,12 ± 62,83 a 1567,39 ± 67,34 a 1885,91 ± 52,83 a 

60 113,17 ± 0,91 c 1398,86 ± 51,93 a 1276,00 ± 64,26 b 1567,32 ± 63,72 c 

Solvente *** *** *** *** 

Temperatura *** *** *** ns 

Tempo *** ns ** ** 

Solvente  Temperatura  Tempo ns ns ** *** 
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Em relação aos resultados da atividade antioxidante, verificou-se que todos os 

extratos analisados, independentemente das condições de extração usadas, apresentaram 

capacidade considerável para inibir os radicais DPPH e ABTS, e para reduzir o ferro 

(Fe
3+

/Fe
2+

). Os valores de IC50 obtidos com o método DPPH variaram entre 84,78 ± 

1,65 e 154,29 ± 3,03 µg/ml; os valores obtidos pelo TEAC variam entre 474,12 ± 20,23 

e 1462,12 ± 62,83 µmolET/gextrato e os obtidos pelo FRAP entre 1567,39 ± 67,34 e 

617,64 ± 25,25 µmolEAA/gextrato (tabela 2). 

Os resultados obtidos foram sujeitos a análise de variância para avaliar o efeito 

dos três fatores de extração estudados (solvente, temperatura e tempo). Verificou-se que 

quando a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH e FRAP os resultados 

foram significativamente influenciados pelos três fatores estudados, enquanto os 

resultados do método TEAC foram apenas influenciados pelo solvente e temperatura de 

extração. Independentemente dos outros fatores, a capacidade antioxidante avaliada 

pelos três métodos foi superior nos extratos obtidos com MeOH a 100% e inferior nos 

extratos aquosos. Além disso, de um modo geral também foram os períodos de extração 

mais curtos que permitiram obter os melhores resultados. O efeito da temperatura variou 

consoante o método, os resultados do DPPH foram melhores em extratos obtidos a 30ºC 

que a 50ºC, verificando-se o contrário para os resultados do TEAC e FRAP. 

Em geral, todos os extratos apresentaram elevados teores em compostos 

fenólicos, expressos em equivalentes de ácido gálhico por grama de extrato, com uma 

variação de valores entre 1033,17 ± 41,19 e 1885,91 ± 52,83 µmolEAG/gextrato. Os resultados 

obtidos com este método (F-C) foram significativamente influenciados pelo solvente 

(P<0,001), tempo de extração (P<0,01) e interação dos três fatores estudados (P<0,001). 

Independentemente das outras variáveis testadas, os melhores resultados foram obtidos 

com MeOH a 100% seguido de MeOH a 50%, ou seja, verificou-se que o teor em fenóis 

totais decresceu com o incremento de água no solvente. Além disso, períodos mais 

curtos (20 e 40 min) foram mais eficientes. 

Embora a EAU esteja a ser extensivamente utilizada na extração de compostos 

vegetais bioativos, foi aplicada pela primeira vez em C. humilis neste trabalho. De facto, 

esta técnica revelou-se eficiente na extração de compostos fenólicos com atividade 

antioxidante. Utilizando a EAU verificou-se que o MeOH puro foi mais eficiente que a 

solução MeOH/água (50:50, v/v), ao contrário do verificado quando se utilizou a 

maceração como técnica de extração. 
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Quanto às extrações em que foi utilizada apenas água como solvente, verificam-

se atividades antioxidantes mais baixas, uma vez que os compostos fenólicos extraídos 

também foram em menor quantidade do que com o uso do MeOH. Este resultado pode 

ser explicado pelo facto de que quando se utiliza água como solvente de extração a 

concentração de compostos bioativos em solução seja menor do que com outro solvente, 

refletindo-se assim na sua atividade (Franco, Sineiro, Rubilar, Sánchez, Jerez, Pinelo et 

al., 2008). 

Uma das principais vantagens da EAU é a redução do tempo de extração. Neste 

trabalho comprovou-se que a utilização de períodos curtos é o suficiente para extrair 

elevada quantidade de compostos fenólicos com atividade antioxidante de C. humilis. 

Estes resultados estão em concordância com os reportados por Porto et al. (2013) na 

extração de compostos fenólicos de sementes de Vitis vinifera L. por EAU em que, 

utilizando períodos curtos de tempo o teor total em fenóis alcançado era maior do que 

quando prologavam o tempo de extração. Embora, de um modo geral, o aumento da 

temperatura de extração não incrementasse o teor em fenóis, a atividade antioxidante 

avaliada pelos métodos TEAC e FRAP foi superior quando se utilizou a temperatura 

mais elevada. Este efeito positivo do aumento da temperatura de extração foi já 

anteriormente descrito por Ma et al. (2008) em extratos de pele de Citrus unshiu Marc. 

De fato, a aplicação de calor ao meio de extração e movimentos de agitação mecânica 

na amostra podem facilitar a recuperação de antioxidantes, aumentado assim a atividade 

antioxidante do extrato (Wang & Weller, 2006). 

A atividade antioxidante está normalmente relacionada com a quantidade de 

compostos fenólicos nos extratos e varia provavelmente de acordo com os diferentes 

perfis fitoquímicos de cada extrato. Extratos com maior quantidade de compostos 

fenólicos e flavonoides, em geral mostram maior atividade antioxidante e boas 

correlações foram reportadas para esses parâmetros (Alali, Tawaha, El-Elimat, Syouf, 

El-Fayad, Abulaila et al., 2007). Uma correlação positiva entre compostos fenólicos e 

antioxidantes foi previamente comprovada em extratos metanólicos e aquosos de outras 

plantas (Alali et al., 2007; Zubia, Fabre, Kerjean, Lann, Stiger-Pouvreau, Fauchon et al., 

2009). Também neste trabalho foi possível comprovar a relação entre o teor em fenóis e 

a atividade antioxidante dos extratos. 
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4. Conclusões e Perspetivas Futuras 
 

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar, pela primeira vez, o potencial 

biológico e o teor em compostos fenólicos de diferentes extratos (folhas, polpa, pele e 

sementes) da espécie C. humilis. Foram testadas várias metodologias in vitro para 

avaliar a capacidade antioxidante e a atividade inibitória de enzimas relevantes para o 

tratamento da DA e PA (AChE, BChE e TYR). Observou-se que todos os extratos 

apresentam elevada atividade biológica, embora o extrato obtido a partir de sementes se 

tenha destacado como o mais promissor. Verificou-se a existência de relação entre o 

teor em compostos fenólicos totais e a atividade antioxidante dos diferentes extratos. A 

análise preliminar dos extratos por HPLC-DAD indica contudo, a existência de 

diferentes grupos de compostos fenólicos nos extratos das diferentes partes da planta 

analisadas. 

Neste trabalho foi ainda avaliado o efeito de várias condições de extração no teor 

em fenóis e atividade antioxidante de extratos de sementes. Verificou-se que quando foi 

utilizada a técnica de maceração houve uma tendência para se obterem melhores 

resultados utilizando MeOH a 50%, enquanto, na técnica EAU o solvente que elevou os 

resultados foi o MeOH a 100%. Os extratos aquosos foram os menos promissores em 

termos de teor em fenóis e capacidade antioxidante. Além disso, de um modo geral, 

períodos curtos de extração são suficientes para extrair grande quantidade de compostos 

com atividade antioxidante de sementes desta espécie.  

Os resultados obtidos são muito promissores e justificam a continuidade da 

investigação, que deverá incidir sobretudo nos seguintes pontos: 

 testar outros métodos como o método de Oxygen Radical Absorbance 

Capacity (ORAC) para uma mais completa análise antioxidante, devido à 

complexidade dos compostos antioxidantes e à diversidade de radicais 

livres; 

 análise mais detalhada da composição química dos extratos; 

 estudo detalhado para identificar quais os compostos fenólicos com 

potencial terapêutico; 

 realização de testes in vivo para testar o mecanismo de ação dos 

compostos fenólicos. 
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Em resumo, os extratos de C. humilis, em especial o obtido a partir de sementes, 

apresentaram elevada atividade antioxidante e capacidade de inibir os enzimas 

envolvidos nas doenças neurodegenerativas como a DA e a DP, apresentando potencial 

para aplicação na indústria farmacológica, cosmética e alimentar. 
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