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“Ama-se mais o que se conquista com esforgo.”

Benjamin Disraeli
RESUMO



Albizia lebbeck (L.) Benth. é popularmente conhecida no Brasil por coracao-de-
negro. Essa espécie é utilizada no tratamento de diversas doencas, despertando
interesse devido a seus fitoquimicos. Este trabalho objetiva identificar a presenca de
metabdlitos secundarios presentes no extrato exsudato da A. lebbeck e avaliar suas
atividades antimicrobiana e antioxidante. O extrato foi obtido a partir de um processo
de extragdo por solventes organicos. A partir da purificacdo via Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR), foram selecionados quatro
conjuntos de substancias, de acordo com o tempo de eluicdo. O estudo da atividade
antibacteriana foi realizado contra as estirpes bacterianas Gram-positiva
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Escherichia coli), sendo o antibiético
Cloranfenicol o controle positivo. A atividade antioxidante das substancias testadas
foi realizada pelo método do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), utilizando como
curva padrdo o antioxidante acido ascoérbico, cuja leitura foi realizada em um
espectrofotdmetro éptico. O conjunto de substancias, denominado Area 2, que
contém aproximadamente 20 diferentes compostos, que apresentaram atividade
antioxidante equivalente a 0,25 mM de acido ascorbico. Todas as areas purificadas
apresentaram alguma atividade antibacteriana, com formagéo de halo de inibigao do
crescimento com cerca de 1mm de diametro, com destaque para a Area 2, com
formacdo de halo para Gram positiva e Gram negativa. As analises fitoquimicas
demonstraram que a Area 2 contém esteroides e alcaloides, mas nao contém
saponinas.

Palavras - chave: Metabolitos Secundarios. Alcaloides. Esteroides. Purificagao.
Antibiograma.



ASTRACT

Albizia lebeck (L.) Benth. It is popularly known in Brazil for Heart of Black. This
species is not used in the treatment of diseases. This work aims to identify a
presence of non-exudate secondary metabolites of A. lebbeck and to evaluate its
antimicrobial and antioxidant activities. The extract was obtained from a process of
extraction by organic solvents. From the purification via Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography (HPLC-FR), four sets of substances were
selected according to the elution time. The study of antibacterial activity was
performed against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative
(Escherichia coli) bacterial strains, with the antibiotic Cloranfenicol being the positive
control. The antioxidant activity of the tested was performed by the DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) method, using as standard curve the antioxidant ascorbic
acid, which was read in an optical spectrophotometer. The food set, denominated
Area 2, contains about 20 different compounds, which presented antioxidant activity
equivalent to 0.25 mM of ascorbic acid. All the purified areas present an antibacterial
activity, with halo formation of inhibition of growth with around 1mm of diameter,
emphasizing an Area 2, with formation of halo for Gram positive and Gram negative.
As phytochemical analyzes have shown that Area 2 contains steroids and alkaloids
but does not contain saponins

KEYWORDS: Secondary metabolites. Alkaloids. Steroids. Biotechnology.
Purification. Antibiograma.
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1 INTRODUGCAO

Em todas as regides do mundo, as plantas tém ocupado lugar primordial na
alimentacao, perfumaria e na area terapéutica. A histéria das plantas medicinais esta
associada a evolucao das civilizacdes. A China, berco da fitoterapia, a india, Oriente
Médio, Egito e Grécia, o destaque no uso € conhecido das civilizagées farabnica
durante a qual plantas medicinais ocuparam lugar de destaque (KELLY, 2009).

Em muitos paises, a medicina tradicional tem desempenhado um papel chave
no bem-estar e na saude das suas populagbes. Mais de 25% dos medicamentos
prescritos sdo baseados em plantas ou de seus derivados. (HEDBERG, 1989).
Portanto, as plantas sado fontes de varias moléculas que podem ser utilizadas para
varios fins, incluindo terapia.

O Brasil possui uma das maiores biodiversidade em toda sua extenséo
territorial. Um grande desafio da ciéncia e da sociedade moderna é explorar esse
patriménio quimico e biolégico de forma sustentavel (FEITOSA, 2009). O interesse
em drogas de origem vegetal é devido entre outras, a ineficiéncia frequente da
medicina convencional, devido ao possivel desenvolvimento de efeitos colaterais de
drogas sintéticas, e grande percentagem da populacdo pobre do mundo ndo tem
acesso ao tratamento farmacol6gico convencional.

Uma das espécies vegetais mais utilizadas é a Albizia lebbeck. Praticamente
toda ela é utilizada: folhas s&o utilizadas na alimentacédo, a resina para a fabricacéo
de cosméticos e suas sementes possui grande utilizagdo como fitoterapicos. A
espécie A. lebbeck também ¢ forte agente de remediagdo, sendo aplicados em
processos de biorremediacao do solo, juntamente com outras espécies pertencentes
ao mesmo género (KOKILA, 2013).

A Albizia lebbeck é uma planta nativa da Africa tropical, Asia e norte da
Austrélia. E amplamente adaptavel dentro de areas subumidas, regides semiaridas e
areas subtropicais, onde ha uma estacao seca acentuada e uma estacao chuvosa
confiavel. (DUKE, 1983; LOWRY, 1992 apud COOK, 2005). Albizia lebbeck pode
atingir uma altura de 30 m e didmetro de 1 m. As flores aparecem logo apds as
folhas novas, sdo brancas e perfumadas. O género tem o nome de Filippo del
Albizzi, um nobre que em 1749 introduziu A. julibrissin em cultivo. O nome da

espécie é arabe, 'laebach'. Quando agitado pelo vento, as vagens e as sementes
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fechadas produzem um chocalho comparado a conversa das mulheres ( ORWA,
2009).

A Albizia lebbeck é bastante utilizada pela medicina tradicional indiana e seus
usos podem ser comprovados. No entanto, mesmo as plantas de mesma espécie e
género podem ter diferentes constituicbes, devido ao ambiente em que estdo
inseridas e microrganismos presentes no solo.

As proporgbes de compostos volateis e ndo volateis dos constituintes das
plantas, seu crescimento e desenvolvimento podem variar mesmo entre espécies do
mesmo género como em relagcdo aos nutrientes presentes no solo, assim como o
tipo do solo utilizado (LANGENHEIM, 2003).

Os microrganismos endofiticos estdo envolvidos nas diferengas entre plantas
da mesma espécie e género, pois estimulam o crescimento das plantas, ajudando-
as a se desenvolver, podendo favorecer na absorcdo de nutrientes. (WEYENS,
2009; COMPANT, 2010; ABREU-TARAZI, 2010; DUDEJA, 2012). Estes
microrganismos auxiliam as plantas em seu desenvolvimento e s&o responsaveis
pelos diferentes componentes entre plantas de mesma espécie cultivadas em
diferentes regides.

Diante do que foi exposto, este trabalho tem como objetivo identificar, isolar e
caracterizar metabdlitos secundario da Albizia lebbeck cultivada no Centro
Académico de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido pertencente a
Universidade Federal de Campina Grande em Sumé-PB, além de avaliar suas

atividades antimicrobiana e antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é identificar a presenca de metabolitos secundarios
presentes no exsudato da Albizia lebbeck e avaliar suas atividades antimicrobiana e

antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar os metabdlitos secundarios da resina de A. lebbeck por meio de
cromatografia liquida;

- Avaliar as atividades antioxidante e antibacteriana; e

- Realizar uma analise fitiquimica preliminar dos metabdlitos presentes na

resina da Albizia lebbeck.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 OS PRODUTOS NATURAIS NA PRODUCAO DE NOVOS FARMACOS

O trabalho farmacolégico destacou o uso de plantas medicinais para a
extragdo de compostos bioativos na industria farmacéutica. A ideia industrial nesta
abordagem traz uma base de inovagdo para o desenvolvimento de novas drogas
que podem levar a economia de tempo na pesquisa e desenvolvimento de
processos (FLEURETIN, 1993). Os pesquisadores voltados ao estudo de plantas
medicinais observam cuidadosamente o crescente sucesso da antiga farmacopeia,
que, em todo o mundo, aparece como uma alternativa a medicina quimica, uma vez
que nem todos podem ter acesso a farmacopeia tradicional.

A importancia dos produtos naturais reside na propria funcao bioldgica na
qual sao sintetizados. Eles podem ser Uteis como agentes terapéuticos, servir de
modelos para a preparacdo de substancias bioativas, como matéria-prima para a
sintese de substancias de interesse farmacoldgico ou interesse industrial (RAVELO,
2009).

Com a evolucao das espécies, as plantas se tornaram fonte inesgotavel de
produtos que podem ser utilizados como medicamentos. Boa parte das plantas
existentes ndo foi estudada e abrem perspectiva para futuras descobertas de
métodos mais modernos e eficientes que irdo auxiliar na sintese de novos
medicamentos no futuro muito préximo (PHILLIPSON, 2003).

A funcéo dos produtos de origem natural ndo reside apenas em servir como
modelo para novos medicamentos, eles possuem caracteristicas impares dos
produtos sintéticos e passam a ser parte da sintese de novos medicamentos. Em um
estudo recente, analisou-se a origem de novas drogas pela Food and Drug
Administration (FDA), entre 1981 e 2008. Este estudo mostra que 57,7%
correspondem aos produtos naturais e seus derivados (FDA, 2008).

A industria de medicamentos concentra grande esforco na obtengcdo das
fontes de producdo quando se fala em Fitoterapicos. O Brasil possui uma das
maiores biodiversidades do planeta e mesmo com toda essa riqueza de
multidiversidade ambiental, o problema de desenvolvimento de medicamentos a
partir de recursos naturais consiste muitas vezes na identificagdo indevida das

espécies, composicdo quimica errbnea, contaminantes e uma série de
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precariedades. A legislacdo impde a industria que os métodos e alternativas
utilizados na formulacado de novos produtos tenham seguranga garantida (MIGUEL,
2000).

E sabido por todos que desde a antiguidade o homem passou a utilizar as
plantas como objeto de cura para diversas enfermidades, além de utilizarem como
fonte de alimentacdo. O uso folclérico das plantas trouxe curiosidade e caminhos a
serem trilhados pelos pesquisadores. Com exemplo da A. lebbeck, uma arvore bem
conhecida no subcontinente indiano pela sua gama de utilizacdes. A. lebbeck é
usada no sistema tradicional indiano e medicina popular, assim como para o
tratamento de vérias patologias inflamatérias, tais como a asma, artrite e
queimaduras. Também é relatado na medicina popular indiana que A. lebbeck tem
atividades antisséptica, atividades antidisentérica e antituberculose (Farmacopeia
Ayurveda da india de 2001). Além disso, saponinas de A. lebbeck mostraram ser
uteis no tratamento de doengas como Alzheimer e o Parkinson (SANJAY, 2003).

A casca tem de sabor acre e seu extrato apresentou atividade antimicrobiana.
O ativo constituinte do extrato da casca € glicosideo de antraquinonas que causam o
vazamento dos componentes citoplasmaticos (GANGULI; BHATT, 1993). Ele
também tem efeito imunomodulador (BARUAH, 2000). Além disso, é utilizada para a
bronquite, lepra, paralisia e infecgdes por helmintos (Farmacopeia Ayurveda da
india, 2001). A administracdo oral de saponina isolada a partir da casca de A.
lebbeck na dose de 50mg / kg por dia, em ratos albinos machos, mostrou uma
diminuicdo significativa no peso dos testiculos, vesicula seminal e préstata ventral
(GUPTA, 2005).

Folhas foram identificadas como tendo atividade anticonvulsivante
(KASTURE, 1996) e efeito nootropico (CHINTAWAR, 2002), que pode ser devido a
presenca de certos compostos importantes como alcaloides e flavonoides. Além
disso, o extrato aquoso de folhas de A. lebbeck mostrou atividade antioxidante em
ratos diabéticos (RESMI, 2006). As saponinas das sementes de A. lebbeck exibiram
propriedades antiovulatéria. As sementes tém efeito anti-fertilidade em ratos machos
(SINGH et al., 1991). Além disso, as flores estdo sendo comumente usadas para
tratar a ansiedade, depressdo e insdnia na medicina tradicional chinesa (KANG,
2007). Medicamentos feitos com extratos da Albizia podem ser vistos nas figuras 1 e
2.
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Figura 1 - Medicamento para alergia composto por extrato de A. lebbeck.

Fonte: Natural healthy concepts, 2017.

Figura 2 - Medicamento estabilizante do sistema nervoso central composto
por extrato de Albizia.

Fonte: Natural healthy concepts, 2017.

3.2 RESINAS NATURAIS

Resinas podem ser originadas de terpenos, que é uma classe de moléculas
tendo diferentes grupos policiclicos funcionais. Estes compostos estdo presentes
nos organismos vivos, mas alcangam a sua maior diversidade funcional e estrutural

no reino vegetal. Estes terpenos asseguram a fluidez da membrana, transporte de
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elétrons, glicosilacéo de proteinas e a regulacao do desenvolvimento de células, sdo
essenciais para o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia de todos os
organismos vivos (MCCASKILL; CROTEAU, 1998).

As resinas podem ser de origem fisioldgica, isto é, naturalmente produzidas
por plantas saudaveis (também chamados de resinas pré-formados, nao traumaticos
ou constitutivos), formadas a partir de doenca ou a partir de exsudatos. No ultimo
caso, estes sdo exsudatos de defesa da planta contra feridas ou de ataques por
agentes patogénicos (HOVANEISSIAN, 2006), chamada de resina induzida,
traumatica ou de reacdo (LAMBERT, 2003). Dependendo das espécies, as
composi¢cbes de acordo com os dois tipos de resina depende da sua origem
botanica, as condigcbes geograficas e climatéricas no seu ambiente (CHIAVARI,
1995).

As resinas podem ocorrer em misturas homogéneas com Oleos volateis.
Dependendo da quantidade relativa do Oleo volatil na mistura, os 6éleos-resinas
podem ser lipofilicas ou hidrofilicas. Em geral, observa-se uma pequena quantidade
de exsudato natural nas arvores que contém dleo-resinas, devido a agressao por
insetos, a quebra de ramos ou outras lesdes, podendo obter essa substancia pela
incisao artificial do cértex ou mesmo da madeira (ROBBERS, 1997). Dividem-se em
lipofilicos e hidrofilicos, embora ndo existam fronteiras que os delimitem
(SUOSTROM, 1981).

As substancias extraiveis das arvores constituem uma fonte importante de
fitoquimicos. O desenvolvimento florestal deve centrar sua atencdo em obter das
arvores tudo o que esta pode proporcionar ao homem, sempre que 0S mecanismos
que se utilizam para tal fim sejam respeitosos com o ambiente.

A maioria das enzimas envolvidas na biossintese de terpenos em plantas é
codificada por genes multiplos: por exemplo, a distribuicao das diferentes isoformas
destas enzimas pode ser restrita a certos compartimentos subcelulares, permitindo
regulacdo sutil, mas flexivel da biossintese de terpenos. A via metabdlica,
responsavel pela sintese de sesquiterpenos e triterpenos é citoplasmatica, enquanto
GAP-piruvato, responsavel pela biossintese do isopreno, mono e diterpenos, bem
como carotenoides, tem lugar nos plastidios. Essas organelas responsaveis pela
fotossintese e armazenamento de muitas classes de compostos que estédo
presentes apenas no citoplasma. Deve notar-se que este esquema é de biossintese
simplista, dada a existéncia de metabolitos citoplasmaticos: as vias de acetato-
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mevalonato e GAP-piruvato estdo intimamente interligados (CROTEAU, 2002;
LANGENHEIM, 2003; MCCASKILL, 1998).

Figura 3 - Resina coletada da Albizia Lebbeck no CDSA.

Riosicnen = § hahilei
OG- B2,
Dt dy Cofsla A M0

WD MEXERY

Fonte: Elder Miguel, 2017.

A resina possui atividade contra herbivoros e patégenos que atacam a planta,
produzindo resposta toxica ou inibidora. Mono e sesquiterpenos, também sao
utilizados para atrair os organismos benéficos, tais como os predadores de
herbivoros prejudiciais para a planta (LANGENHEIM, 2003). Na Figura 3 temos o
exemplo da resina exsudada da A. lebbeck.

As resinas tém muitas funcdes relacionadas a planta, incluindo a de agente
de cura para a lesdo (LAMPERT, 2003). Elas também protegem a planta da
dessecacéo, radiacao UV e temperatura elevada, e isso principalmente em folhas
jovens e caules (LANGENHEIM, 2003).

As resinas sao produzidas endogenamente nas células epiteliais
especializadas conhecidas como células do parénquima que estdo presentes em
muitas partes da planta como raizes, folhas, cascas e dos tecidos lenhosos. Estas
células secretoras irdo dissociar e, assim, formar pequenas aberturas denominadas
bolsas arredondadas ou canais alongados, de aparéncia, dimensao e distribuicao
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variaveis. Estas cavidades sao a aparelhagem de secrecdo que armazenam
produtos de secrecdo antes de infiltrar-se através da casca natural ou devido a
lesdo. Neste Ultimo caso, a quantidade de resina segregada é diretamente
proporcional a importancia do trauma (HONVANEISSIAN, 2006; LAMPERT, 2003;
LANGENHEIM, 2003).

3.3 TERPENOS

3.3.1 Definicao

O termo terpeno vem de sua origem histérica da arvore de carvalho (AYAD,
2008). Sintetizada por plantas, organismos marinhos, fungos e até mesmo animais
(BENAISSA, 2011). A operacao destes compostos foi realizada como 6leos extraidos
de plantas (6leos essenciais) por meio de destilacao (MALECKY, 2005).

3.3.2 A Biossintese dos Terpenos

A biossintese de terpenos € iniciada pela ativagdo por hidrolise de ATP
isopreno, ilustrado na Figura 5. O &cido mevalénico (MVA) é a chave para a
biossintese de terpenoides. A condensacao de trés moléculas de acetil-CoA forma o
B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA-redutase, em seguida, a reducéo do ultimo dara origem
ao MVA que é subsequentemente ativado por enzima especifica. O MVA é
convertido em pirofosfato isopentenil (PIP) ou isopreno ativo. Este PIP € isomerizado
para pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP).

A condensacao de uma molécula (DMAPP) com uma molécula (PIP) sintetiza
os monoterpenos. O acoplamento do ultimo com uma nova molécula (PIP) leva a
sesquiterpenos que podem interagir com outra molécula (PIP), a forma precursora
de diterpenos C-20. Por outro lado, o acoplamento redutivo do sesquiterpeno € o
precursor do esqualeno C-30 ciclicos, triterpenos e esteroides (AYAD, 2008).
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Figura 5: Biossintese dos Terpenos
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Fonte: (AYAD, 2008)

3.3.3 Estrutura dos Terpenos

Os terpenos sédo os hidrocarbonetos naturais, a sua estrutura € ciclica ou de
cadeia aberta: sua formula molecular é (CsHx) » no qual o x varia de acordo com o
grau de introducdo da molécula e n pode tomar valores de (1 - 8), exceto
politerpenos que podem chegar a mais de 100 (borracha). A estrutura de base dos
terpenos sado os isoprenos (CsHg), mostrado na Figura 4. O termo terpenoides é
composto de isoprenos contendo em sua estrutura oxigénio e designa um grupo de
substancias como os esqueletos de terpenos com fungdées de um ou mais produtos
quimicos (alcool, aldeido, cetona, lactona, etc.) (MALECKY, 2005; BENAISSA,
2011).
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Figura 4: Isopreno, estrutura de base.
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Fonte: (KHENAKA, 2011)
3.3.4 Classificacao dos terpenos
3.3.4.1 Hemiterpenos

Na natureza, ha poucos compostos naturais que tém a férmula C5 ramificada.
Entre certos compostos naturais encontrados em plantas que podem ser
considerados Hemiterpenos, apenas o isopreno possui todas as caracteristicas
biogenéticas dos terpenos (MALECKY, 2005).

3.3.4.2 Monoterpenos

Os monoterpenos sdao 0os componentes mais simples de terpenos, os quais
em sua maioria sdo encontrados em 6leos essenciais (90% de bleos essenciais sao
monoterpenos) (AYAD, 2008).

Estas sdo pequenas moléculas, muito pouco funcionalizadas, muito
perfumadas, a maioria das atividades biolégicas € reconhecida pelas caracteristicas
das plantas que Ihe deram origem (Belbache, 2003). Eles compreendem dez atomos
de carbono (C10) e sédo derivados da condensacgado de duas unidades de isopreno,
por acoplamento de modo "cabecga-cauda" (AYAD, 2008).

Mais de 900 monoterpenos conhecidos sao, principalmente, em trés
categorias estruturais: monoterpenos (aciclicos lineares), monoterpenos com um
unico anel e aqueles com dois ciclos (MALECKY, 2005; BELBACHE, 2003). Na
Figura 6 temos os principais monoterpenos utilizados nas industrias de alimentos e
cosmeéticos.
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Figura 6 - Principais monoterpenos
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Fonte: (AYAD, 2008).

3.3.4.3 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos formam uma série de compostos que contém 15 atomos
de carbono, eles estdo na forma de hidrocarbonetos, tais como B-Cadineno
(BELBACHE, 2003), ou sob a forma de hidrocarbonetos oxigenados, tais como
alcoois, cetonas, aldeidos, acidos e lactonas. Sesquiterpenos e monoterpenos sao
muitas vezes misturados em Oleos essenciais de plantas (AYAD, 2008). Eles podem
ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos ou policiclicos (BELBACHE, 2003;
MALECKY, 2005). Especialmente encontrados em plantas superiores, mas também
em invertebrados (BENAISSA, 2011). Eles sdo os mais diversificados dos terpenos
por conter mais de 3000 moléculas, as suas caracteristicas estao apresentadas na
Figura 7.
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Figura 7: 3-Cadineno.
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Fonte: (BALBACHE, 2003)

3.3.4.4 Diterpenos

Os diterpenos sédo substancias com 20 atomos de carbono (C20),
desenvolvidos a partir de 4 unidades de isopreno; eles sdo formados a partir seu
precursor, pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP) (MALECKY, 2005).

Sao comuns em plantas superiores, também estdo presentes em alguns
insetos e em varios organismos marinhos. Eles podem ser encontrados mesmo em

resinas, exsudato, gomas naturais e giberelinas (AYAD, 2008).

3.3.4.5 Triterpenos

Os triterpenos sdo moléculas com 30 atomos de carbono. Eles tém como
precursor o esqualeno, mostrado na Figura 8. Por exemplo, Lanosterol que é entao
convertido em colesterol (Figura 9) (BELBACHE, 2003).

Existe mais de 1700 triterpenos na natureza, a maioria dos quais estdo sob a
forma tetraciclica ou pentaciclica, sendo a forma aciclica muito rara (MALECKY,
2005).

Figura 8 - Estrutura quimica do esqualeno.
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Fonte: (BALBACHE,2003; AYAD,2008)
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Figura 9 - A transformacéo de esqualeno em lanosterol.
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Fonte: (BALBACHE, 2003; AYAD, 2008)

3.3.4.6 Tetraterpenos

Os tetraterpenos contém uma longa cadeia de 40 atomos de carbono,
ligacoes duplas de configuracao "trans", cujas extremidades s&o cadeias ou ciclos
abertos (AYAD, 2008).

Os mais conhecidos sao tetraterpenos carotenoides. Eles representam
grande grupo de pigmentos naturais de amarelo, laranja e vermelho. Eles sao
comuns em plantas, algas e varios microrganismos. Atualmente, cerca de 750
carotenoides foram identificados na natureza (AYAD, 2008).

As moléculas dos mais conhecidos carotenoides s&o:

A. O ciclico B-caroteno, Figura 10, por conseguinte, a sua cor, que da as cenouras,
desempenha papel crucial no crescimento e na visdo, a oxidagcdo provoca a
formacao de duas moléculas, um aldeido da retina e a sua reducao dara origem a
vitamina A.

Figura 10: Um dos carotenoides mais conhecidos: B-caroteno

Fonte: (BALBACHE,2003; AYAD,2008)

B. Licopeno, Figura 11, foi encontrado no tomate maduro (0,02 g / kg). (Belbache,
2003).
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Figura 11 - Um dos carotenos mais conhecidos: o Licopeno

Fonte: (BALBACHE,2003; AYAD,2008)

3.3.4.7 Politerpenos

Em geral, os politerpenos consistem em mais de oito unidades de isopreno
(superior a C-40). Estes terpenos sao frequentemente encontrados em duas formas
na borracha conforme estd sendo apresentado na Figura 12 (MALECKY, 2005)

Charles Marie deu o nome de borracha, uma palavra francesa, da frase
indiana "cao-chu" o que significa "madeira choro", que € um produto natural que flui
a partir da casca de uma arvore. Ela é um liquido leitoso chamado latex. A borracha
natura, extrato de Hevea brasiliensis, € um polimero de alto peso molecular cuja
quantidade de isopreno é cerca de 140.000-210.000. Portanto, politerpenos séo
macromoléculas de peso molecular muito elevado, tendo o isopreno como padrédo de
base (AYAD, 2008).

Figura 12 - Estrutura da borracha.

Hevea braviliensis.

Fonte: (PIRES, 2011).
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3.4 OLEOS ESSENSIAIS E SUA RELACAO COM OS TERPENOS

Os 6leos essenciais sdao o maior grupo de terpenos conhecidos no reino

vegetal e animal.
3.4.1 Definicao

O termo 6leos essenciais deriva de "quinta esséncia", nome dado pelo
médico suico Paracelso, a extratos vegetais provenientes da destilacdo, isso
significa que a fragrancia é a esséncia da planta (KHENAKA, 2011). Sao
componentes vegetais liquidos e altamente volateis, marcados por ter cheiro forte e
distinto, terpenos (principalmente monoterpenos) representam a maior parte (cerca
de 90%) desses componentes (HAMDANI, 2012).

As maiorias dos componentes dos 6leos essenciais estao incluidas em dois
grupos: os terpenoides e fenilpropanoides, mas estes sdo menos frequente em
comparacdo com terpenoides. Os dleos essenciais ndo contém gorduras (lipidios)
(KHENAKA, 2011; HAMDANI, 2012). Sao obtidos por destilacdo a vapor de agua
(RAKOTONANAHARY, 2012), sendo mais ou menos modificados durante a sua
obtencao (FIGUEREDO, 2007).

3.4.2 Localizacao dos Oleos essenciais nas plantas

Oleos essenciais sdo encontrados em plantas com sementes que inclui as
familias Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae, etc. (RAKOTONANAHARY,
2012).

Eles podem ser armazenados em todas as partes da planta: flores, folhas,
cascas, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes (FIGUEREDO, 2007).

3.4.3 Propriedades fisico-quimicas dos 6leos essenciais

Sobre as propriedades fisico-quimicas, os éleos essenciais, formam um grupo
muito homogéneo, o qual tem propriedades comuns representados no seguinte:

- Os Oleos essenciais sdo, geralmente, liquidos a temperatura ambiente e
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volateis. Isto os diferencia a partir dos assim chamados 6leos fixos.

- Eles sao mais ou menos coloridos.

- Os 6leos essenciais possuem fragrancia caracteristica.

- Sua densidade é geralmente menor do que a da agua.

- O indice de refracao e rotagao éptica € elevado.

- Eles podem ser acionados por vapor, soluvel em alcool, éter e 6leos fixos, mas
insoluvel em agua.

- Eles sdo modificaveis, sensiveis a oxidagado e tendem a polimerizar, resultando
na formacgao de produtos resinosos, sendo, entdo, necessario manté-los longe
da luz e do ar (RAKOTONANAHARY, 2012; LAIB, 2011).

3.4.4 Atividades biologias dos 6leos essenciais

O papel dos dbleos essenciais na fisiologia da planta é ainda pouco
conhecido. No entanto, os aromas emitidos desempenham papel atraente para
insetos polinizadores. Os 6leos essenciais tém propriedades antitoxina, antiviral e
antiparasitaria, sendo amplamente utilizados na industria farmacéutica, alimentos e

cosmeéticos. No entanto, os 6leos podem ter muitos outros usos (LAIB, 2011).

3.4.5 Atividade antioxidante

O fenbmeno de oxidacdo ocorre quando ao combinar um elemento com
oxigénio, ele é transformado em um O6xido. Os antioxidantes sdo moléculas que
inibem as reacdes de radicais livres e retardam o dano celular. O poder antioxidante
destes Oleos essenciais foi desenvolvido como substituto na conservacao de
alimentos: foi demonstrado que a incorporacao de 6leos essenciais diretamente em
carne, legumes picados e iogurte ou pulverizando em salsichas, frango, frutas

inteiras e legumes, ajudando a preserva-los de oxidagéo (LAIB, 2011).
3.4.6 Atividade antimicrobiana
O modo de acao dos bleos essenciais depende, principalmente, do tipo e as

caracteristicas dos componentes ativos, em particular, a sua propriedade hidrofébica
que lhes permite penetrar a camada dupla de fosfolipidio da membrana da célula
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bacteriana. Isto pode induzir alteracbes conformacionais na membrana. Bactérias
Gram-positivas sdo mais sensiveis a sua agdo, em comparacdo com bactérias
Gram-negativas (KHENAKA, 2011).

Oleos essenciais também podem inibir a sintese de DNA, RNA, proteinas e
polissacaridos de bactérias (LAIB, 2011).

3.5 0S METODOS DE EXTRACAO

Os 06leos essenciais sao liquidos concentrados de misturas complexas de
compostos volateis e podem ser extraidos de varios 6rgaos de plantas. Os 6leos
essenciais sdo fonte de varios compostos bioativos, que possuem propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (TONGNUANCHAN, 2014). Muitos sdo os métodos
de obtencdo dos Oleos essenciais, sdo eles: hidrodestilacado arraste de vapor,
extracao por CO. supercritico, extracdo assistida por micro-ondas entre outros.

Neste trabalho foi utilizado o método de extragéo por solventes organicos.

3.5.1 Extracao por solventes organicos

A técnica de extracdo por solvente consiste em colocar um solvente
juntamente com o material da planta a ser tratado. Com lavagens sucessivas, 0
solvente sera carregado com moléculas aromaticas, antes de ser enviado para o
concentrador para ser destilado a pressdo atmosférica. A extragdo por solvente
organico volatil continua sendo o método mais praticado. Os solventes mais
utilizados no presente sdo o hexano, ciclo-hexano, etanol, metanol, diclorometano e
a acetona. O solvente escolhido, além de ser autorizado devera possuir alguma
estabilidade contra o calor, luz ou oxigénio, temperatura, o ponto de ebulicdo é
baixo, a fim de facilitar a sua remogao, e que ndo devem reagir quimicamente com o
extrato. Estes solventes tém um poder de extracdo mais elevado do que a agua
(SALLE, 2004).

3.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia € uma técnica de separacao de moléculas na qual os

componentes a serem separados entram em contato com duas fases dentro de uma
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coluna de separacao: fase estacionaria, e outra, que € chamada de fase mével. Os
métodos cromatograficos permitem a determinacao individual de cada componente.
Dentro dos métodos cromatograficos que se utilizam com mais frequéncia esta a
CLAE, utilizado neste estudo (Figura 13) (CHIAVARI, 2004).

A CLAE pode ser dividida em dois grupos principais, a CLAE-FN (fase
normal) e a CLAE-FR (fase reversa) que ocorre pela composicdo da FE (fase
estacionaria) que proporciona a coluna caracteristica hidrofébica (CLEMENTINO,
2014). Hoje, a CLAE-FR é a técnica analitica mais popular para separar misturas
complexas na industria quimica, farmacéutica e biotecnolégica. A CLAE-FR é o
oposto da cromatografia de fase normal, com uma fase estacionaria apolar e uma
fase movel polar. As fases estacionarias mais comuns utilizadas s&o as fases
octadecildimetil (C18) com silica como suporte sélido. Na cromatografia de fase
reversa, os solutos sdo separados utilizando a sua hidrofobicidade. Um soluto mais
hidrofébico sera retido na coluna por mais tempo do que um menos hidrofébico. A
fase mdvel € um dos dois componentes envolvidos no processo de separagao
(SHABIR, 2010).

Figura 13 — Cromatégrafo Perkin-Elmer.

Fonte: Perkin-Elmer, 2017.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA REALIZACAO DO TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia da
Unidade Académica de Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos (UAEB), suas
coordenadas geograficas de latitude e longitude sdo: -7.660452455692277 e -
36.893180150389135, respectivamente, localizado no Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semiarido (CDSA) da Universidade Federal de Campina Grande, em

Sumé — Paraiba.

Figura 14 - Localiza¢do aérea do CDSA.

4.2 MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi a resina retirada da A. lebbeck. O
residuo foi obtido por meio da extracdo manual do exsudato exposto no tronco da

arvore, localizada no CDSA (area destacada da Figura 14), Sumé, Paraiba.
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O fluxograma da Figura 16 mostra a sequéncia de etapas que envolveram a
preparacdo da resina até a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana e

antioxidante, ap6s a purificacao do mesmo.

Figura 16 — Fluxograma de preparagao da resina de A. lebbeck.

COLETA _ TRATAMENTO TRATAMENTO
TRITURACAO COM METANOL COM HEXANO

PURIFICACAO LIOFILIZACAO CONGELAMENTO FILTRACAO

Fonte: Autor, 2017.

4.2.1 Moagem da resina vegetal no moinho de facas

O objetivo desse tipo de moinho é fracionar o material desejado, nesse caso,
a resina proveniente da A. lebbeck. O p6 produzido foi coletado e armazenado em

frascos hermeticamente fechados até 0 momento do uso, como mostrado na Figura
15.

Figura 15 - Resina moida e armazenada em frascos hermeticamente fechados.

Fonte: Autor, 2016.
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O extrato obtido apds o tratamento com solventes organicos foi congelado em
ultrafreezer a -70°C por 48h. Apds o congelamento em tubos de 50 mL, o extrato foi
liofilizado varias vezes até que todo o material pudesse ser concentrado em um
recipiente de 1mL. O equipamento utilizado para a liofilizacdo foi um liofilizador

(modelo K 105, marca Liotop).

4.2.2 Extracao por solventes

A resina proveniente da A. lebbeck, foi submetida a extracao na proporgéo
de 1mL de Metanol Pa por grama da resina, agitado em temperatura de 35°C,
durante 48 horas. Em seguida, o extrato foi submetido a extragdo com Hexano Pa
na proporcao de 10% do valor de metanol que foi adicionado, o qual foi levado ao
agitador, a 35°C, no periodo de 48 horas. Posteriormente, o extrato total (Hexanico e

Metandlico) foi armazenado em tubos e levados ao ultrafreezer, a -70°C.

4.2.3 Liofilizacao

Apébs a extragcdo por solventes, as amostras obtidas foram levadas ao
liofilizador (modelo K 105, marca Liotop, Sao Carlos-SP, Brasil), em uma
temperatura de -90°C durante 24h ou até que todo o liquido fosse totalmente
sublimado. Em seguida, todo o liofilizado foi ressuspendido com agua destilada e
levado ao liofilizador, novamente sob as mesmas condi¢des citadas anteriormente, a

fim de concentrar ao maximo as amostras.

4.3 PURIFICACAO DOS EXTRATOS POR CLAE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em coluna de Fase Reversa
(CLAE-FR), foi realizada no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido CDSA —UFCG.

Para purificacdo das amostras provenientes dos extratos metandlico foi
utilizado uma Coluna C18 (150 mm X 4,6mm, com particula de 5 pm) ShimPack —
Shimadzu, em um cromatdgrafo Perkin-Elmer, no Laboratério de Biotecnologia do
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CDSA. Foi programado um gradiente de agua deionizada (Tampao A) e Acetonitrila
(Tampéo D), a um fluxo de 1mL/min, onde foi passado o Volume de Coluna (5 min)
em 0% de acetonitrila, seguido de um gradiente de 0% a 100%, em 25 min, seguido
de uma lavagem da coluna com 100% de acetonitrila por Smin. O cromatograma
gerado, com o detector ajustado em 280 nm, foi registrado em um microcomputador
interligado ao cromatdgrafo.

Apoés ajuste da técnica para separagao dos picos cromatograficos, a coleta do
material purificado foi realizada manualmente, com a coleta diferencial do solvente
eluido da coluna, nos tempos de retencao referentes as areas de interesse.

O material coletado foi separado em recipientes devidamente esterilizados e
identificados até a sua utilizacdo nos testes de atividade antimicrobiana e

antioxidante.

4.4 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de antibiograma é comumente utilizado para identificar compostos
com acao antimicrobiana. Para a realizagao do teste foi preparado o meio de cultura
agar-dextrose-caseina-malte (ACDM). Para o preparo dos discos o0s quais
continham os metabdlitos secundarios purificados a serem testado como antibiético,
foram utilizados 20uL da solu¢ao de cada composto, em discos de papel de filtro, os
quais foram posicionados sobre a placa contendo 0s microrganismos em
crescimento. Posteriormente, as placas serdo identificadas e incubadas em BOD
(Biochemical Oxygen Demand), a 37°C, por 8h, segundo a metodologia descrita por
Clementino (2014).

4.4.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado nos teste antibiograma, realizado de acordo com
Clementino (2014), foi o ADCM, conforme discriminado na Tabela 1:
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Tabela 1 — Composicdo do meio de cultura Agar, Dextrose, Caseina e Malte

(ADCM).
COMPONENTE QUANTIDADE
Agar caseina 32,59
Dextrose 2049
Extrato de malte 109

Agua Destilada Esterilizada q.s.p.*1L

(*) g.s.p.= quantidade suficiente para. Fonte: Dados da Pesquisa.

O meio foi fundido, o pH ajustado com NaOH 0,1 N para 7,0 + 0,1, distribuido
em Erlenmeyers (250 mL) e tudo foi autoclavado por 15 minutos, a 121°C, 1 atm, em
seguida vertido cerca de 20 mL em placas de Petri.

4.4.2 Preparo dos discos de papel

Os discos de papel foram preparados conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira (1988) e Clementino (2014), com algumas adaptac¢des. Foi adicionado em
cada disco de papel de filtro de 13 mm, 20 pL do extrato obtido, esperando a
absorcao e repetindo o processo novamente. A fim de comparar o potencial
antibacteriano dos metabdlitos presentes no extrato, foram preparados discos
contendo cloranfenicol na concentracdo de 100mg/mL, como controle positivo e
discos contendo apenas cloroférmio PA (99,8%), como controle negativo.

4.4.3 Preparo do indculo bacteriano

Foi retirada com uma alca de platina, previamente flambada, uma pequena
quantidade de bactérias, estas foram inseridas em solucdo salina (0,9%) e as
Unidades Formadoras de Colénias (UFC) foram contadas por meio de uma diluicdo
seriada na ordem de 10°®. Inoculou em meio ADCM todas as diluicdes e incubou em
estufa de cultura bacteriolégica modelo SX-DTMC, fabricante Prolab, a 37°C para
contagem resultando em 9x10° UFC/mL, que foi utilizada nos testes antibiograma
(Figura 17) (CLEMENTINO, 2014).
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Figura 17 - Placas de Petri com meio ADCM contendo S. aureus e E. coli.

Fonte: Autor, 2017.

4.4.4 Teste antibiograma

O teste realizado foi baseado em Clementino (2014). Foi semeado 1 mL da
solucdo de bactérias (9x10° UFC) em placas de Petri contendo meio ADCM
aguardando secar, conseguinte os discos contendo o extrato obtido foram dispersos
sobre as bactérias com o auxilio de uma pinga. As placas foram identificadas e
incubadas em camara BOD modelo CE-300/350, a 37°C, por 12 horas.

4.5 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade do consumo de radicais livres do extrato foi medida em termos de
trocas de hidrogénio, utilizando radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH, Sigma)
(DAVIES, 2000). A determinacédo da atividade de eliminacao de radicais DPPH foi
estimada usando o método utilizado por Jain (2008), com algumas adaptacoes.

Cada analito (0,056mL) foi misturado com 0,95mL de solucdo 0,1 mM
recentemente preparada de radical DPPH em metanol, exceto nos brancos, onde foi
adicionado apenas o solvente. A reacao foi realizada a 37 °C, na auséncia de luz,
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apdés 20 minutos procedeu-se a leitura no espectrofotdbmetro a 517 nm. A
capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada

utilizando-se a seguinte equagao.

o o Abs.contr.negativo — Abs.amostra
Atividade Antioxidante (%) = Abs. contr. negativo x 100

Em que:

Abs. contr. negativo = Absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra;
Abs. amostra = Absorbancia da amostra com o DPPH.

451 Curva do DPPH

A atividade antioxidante foi expressa como equivalentes de acido ascorbico
por g de peso seco, utilizando uma curva de calibracao, construida em 0,05, 0,1, 0,2,
0,3, 0,4 e 0,5 mM de acido ascoérbico dissolvido em metanol. Cada analito (0,15 mL)
foi misturado com 2,85 mL de solugcdo 0,1 mM recentemente preparada de radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH, Sigma) em metanol. A reacao foi realizada a 37 °
C no escuro e a absorbéancia a 517 nm foi registada apds 15 min contra metanol.

4.6 TRIAGEM FITOQUIMICA

O extrato foi testado quanto a presenca de compostos bioativos utilizando os
métodos descritos por Kokate (2009), com adaptacgdes.

4.6.1 Teste para identificacao de Esteroides
O extrato bruto testado foi misturado com 1 mL de cloroformio e H>SO4
concentrado foi adicionado lateralmente. Uma cor vermelha produzida na parte

inferior do cloroférmio indicou a presenca de esteroides.

4.6.2 Teste para identificacao de Alcaloides
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Usou-se cerca de 500 uL de extrato vegetal purificado foram dissolvidos em 1
mL metanol e depois filtrado. Adicionou-se 500 uL do Reagente de Erdmann (1mL
de HNOj; diluido em 60 mL de H»,SO4 concentrado). A cor de laranja indica a

presenca de alcaloides.

4.6.3 Teste para identificacao de Terpenoides

O extrato purificado (500 pL) foi dissolvido em 1 mL de cloroférmio e
evaporou-se a secura. Apos isso, adicionou-se 1 mL de H.SO4 concentrado
aquecendo por cerca de 2 min. Uma cor acinzentada indica a presenca de

terpenoides.
4.6.4 Teste para identificacao de Saponinas
Adicionou 1 mL do extrato, que foram misturados com 4 ml de 4gua destilada

e depois agitados em um cilindro graduado durante 15 min. A formacéao de espuma

indica a presenca de saponinas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PURIFICAGAO DOS COMPOSTOS CONTIDOS NOS EXTRATOS

O resultado da CLAE mostrou que o composto obtido das fracoes separadas
em funcéo do tempo do extrato de A. lebbeck revelou aproximadamente vinte picos,
entre 10 e 20 min, ou seja, que podem ser 20 possiveis compostos diferentes
responsaveis por sua atividade antioxidante e antibacteriana, como mostram os

cromatogramas das Figuras 18 e 19.

Grafico 1 - Cromatograma gerado a partir da corrida dos extratos provenientes da
resina da A. lebbeck.

Albizia : Detector UV 1 : 1

2200:
2000;
‘IEGG:
1600:
1400:
‘IZCICI:

1000

i:: v KN
Ww /bL i AMJ‘\»\LA_NJ“

Fonte: Autor, 2017
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Grafico 2 - Cromatograma dos extratos provenientes da resina da A. lebbeck
dividido em suas respectivas areas purificadas
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As Figuras 18 e 19 dos extratos purificados possuem alta similaridade, em
que ambos apresentam atividade contra as duas cepas bacterianas e atividade
antioxidante testadas neste trabalho. Foram testadas para ambas as atividades
areas de coleta no periodo de 5 a 10 min, 10 a 15 min, 15 a 20 min e 20 a 25 min do
cromatograma.

Apoés a purificagdo conseguiu-se testar os analitos obtidos e trés deles foram
favoraveis a inibicdo parcial do crescimento bacteriano em diferentes linhagens,
gerando halos de inibicdo. Entretanto, os Picos de 15 a 20 min, correspondente a
Area 2 do cromatograma, apresentaram maiores halos em relagdo aos outros e foi 0

unico a apresentar atividade antioxidante.
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As Areas 1, 3 e 4 ndo apresentaram atividade antibacteriana igual ou superior
ao apresentado pela Area 2. Isso significa dizer que ou o efeito sinérgico dos
metabdlitos secundarios pode apresentar maior efeito, ou a quantidade de
compostos isolados ndo é a suficiente para causar efeito semelhante & Area 2.

5.2 ANTIBIOGRAMA

O extrato de metanol e hexano foram testados quanto a atividade
antibacteriana a partir de sua purificagdo, sendo divididos em diferentes areas do
cromatograma, descrito anteriormente. Os resultados do presente estudo
demonstraram que o extrato metandlico e hexanico de A. lebbeck conferem
atividades antibacterianas que inibiam o crescimento das bactérias teste com
diferentes zonas de inibicdo (Tabela 2), para efeito antibacteriano contra a estirpe
bacteriana Gram-positiva (S. aureus) e Gram-negativa (E. coli), adquiridas da
colecdo ATCC® 25923™ e ATCC® 25922™ respectivamente.

Quando comparado com o antibacteriano Cloranfenicol, verificou-se que o
extrato de metanol e hexano da resina de A. lebbeck mostra maior halo de inibicdo
contra S. aureus. No entanto, verificou-se que exibem atividade moderada contra E.
coli, que podem ser averiguados na Tabela 2. Além disso, observou-se que a
atividade antimicrobiana do antibidtico foi maior contra a bactéria Gram-negativa em

comparacao com a Gram-positiva (ABRIHAM, 2015).

TABELA 2 - Agdo antibacteriana dos extratos purificados

LINHAGENS BACTERIANAS

ANALITO PURIFICADO Escherichia Coli Staphylococcus aureus
(ATCC 25922) — (mm) (ATCC 25923) — (mm)
AREAT1 0,33 1
AREA2 0,33 1,5
AREA3 1,16 0
AREA4 0 0,33

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.
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Bactérias Gram-negativa possuem membrana externa, diferente das bactérias
Gram-positivas na qual essa membrana se mostra ausente (ZAIKA, 1988). Em
bactérias Gram-negativas, a superficie da membrana extra € rica em
lipopolissacarideos, proporcionando barreira contra antibioticos e sdo capazes de
eliminar moléculas em seu exterior (NIKAIDO, 1996; DUFFY, 2001). Bactérias Gram-
positivas nao tém membrana protetora e parede celular. As substancias
antibacterianas causam a destruicdo da membrana e decorrente coagulagao
(RUSSELL, 1991; NIKAIDO, 1994; GAO, 1999).

A atividade antibacteriana das diferentes partes da A. lebbeck foi mencionada
em diferentes trabalhos (SHAHID, 2012; BOBBY, 2012). Estudos comprovaram a
presenca de alcaloides, saponinas, flavonoides e taninos em extrato de metanol de
A. lebbeck (PADAMANABHAN, 2013). No entanto, os terpenoides foram
encontrados em diferentes partes da planta por Roberts (2007). Diversos estudos
encontrados mostram que os metabolitos secundarios encontrados nos 6éleos
essenciais purificados de plantas possuem atividade antibacteriana.

Extrato aquoso de Tamarindus indica (Fabaceae) foi testado contra atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus. Estudos fitoquimicos do extrato revelou que
0s principais constituintes encontrados em maiores concentragdes foram alcaloides
(ABUKAKAR et al., 2008). Além disso, a partir de mesma andlise foi revelado que os
extratos de metanol que tinha um potencial de atividade antibacteriana, alcaloides
estavam presentes em elevadas concentragbes (MARIITA, 2011).

Em estudo semelhante, o extrato de metanol de S. muiltiflorus exibiu atividade
contra S. aureus, apés analise fitoquimica, verificou-se que este extrato metandlico
apresentava elevadas concentragdes de flavonoides. Portanto, estes flavonoides
contribuem para diferentes atividades antibacterianas (MARIITA, 2011).

Aspilia mossambicensis (Compositae) foi examinada para atividade
antibacteriana contra S. aureus resistente a meticilina e o extrato etandlico
apresentou altas concentracdes de terpenoides. Estes metabolitos secundarios,
juntamente com outros fitoquimicos poderiam estar envolvidos na atividade
antibacteriana (MUNYENDO, 2011).

Os taninos podem ter diferentes atividades bioldgicas, incluindo antibacteriano
(RAMAWAT 2007; CARSON 2010; SAVOIA 2012). Analisando a atividade
antibacteriana do extrato aquoso de Psidium guajava (Myrtaceae) obteve atividade


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=antibacterial+activity
http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=antibacterial+activity
http://scialert.net/fulltext/?doi=rjmp.2014.204.213&org=10#779328_ja
http://scialert.net/fulltext/?doi=rjmp.2014.204.213&org=10#45088_bc
http://scialert.net/fulltext/?doi=rjmp.2014.204.213&org=10#45085_bc
http://scialert.net/fulltext/?doi=rjmp.2014.204.213&org=10#1117247_ja
http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=Psidium+guajava
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contra S. aureus e E. coli. Uma andlise fitoquimica comprovaram altas
concentragdes de taninos (ABDULHAMID, 2014).

Os picos encontrados na purificagdo da resina exsudada de A. lebecck, que
se encontra em Sumé, situada no Cariri Paraibano, indicando a presenga de
diversos compostos e os inumeros trabalhos mencionados, corroboram a eficacia da

planta no teste realizado.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O ensaio DPPH é um dos métodos simples e de remogédo de radicais. A
remogcdo de DPPH por antioxidantes € devido ao seu hidrogénio, doacao de
elétrons. Em solucdo metandlica, o DPPH apresenta absorcao a 517 nm. Quando o
elétron se emparelha na presenga de um analito antioxidante a solucdo de DPPH
descolore-se, a cor muda de violeta escuro para amarelo (Figura 20). A coloracdo da
solucdo indica a eliminacdo de radicais das substancias (SUDHARSHAN, 2010;
NAIK, 2015).

A determinacdo de conteudo total de fendlicos e flavonoides a partir de
extratos de ervas é considerada necessaria para estudar o potencial das plantas
para a prevencado de doencas e é o primeiro passo na determinacdao da atividade
antioxidante (TOSUN, 2009). No presente estudo, o extrato da resina exsudada de
A. lebbeck, que foi purificada, mostrou atividade de eliminagcdo de radicais em
apenas uma area do cromatograma, referente ao periodo de 10 a 15 min, onde

podemos visualizar nas figuras 20 e 21.

Figura 18 - Extrato da resina exsudada purificado em quatro diferentes areas apds o
teste de atividade antioxidante

AREA 1 AREA 2 AREA 3 AREA &

Fonte: Autor, 2017
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Grafico 3 - Eliminacao de radicais DPPH por diferentes areas da resina exsudata
purificada de A. lebbeck (laranja) em comparagao com a eliminagao de radicais
DPPH do Acido Ascérbico (azul).
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O valor de atividade antioxidante do extrato mostrado na figura 21 foi de
13,78 %, 0 equivalente a 0,25mM de acido ascérbico utilizado como padrao, através
da equacado da reta presente na figura mostrada anteriormente. Yutana (2009)
utilizou o etanol para extrair o extrato a partir da casca de caule de A. lebbeck. O seu
extrato mostrou atividade antioxidante no método de eliminagdo de DPPH, quando
comparado com o acido ascérbico. Eles também descreveram que esta planta é
usada para longevidade na Tailandia. Logo, a Albizia lebbeck encontrada no CDSA
também pode ser utilizada como promotor da longevidade.

Diferentes estudos também indicaram o efeito antioxidante in vitro atividade
de diferentes partes de A. lebbeck (ZIA-UI-HAQ et al., 2013). Tiwari (2011) declarou
que serao obtidos varios compostos ativos se o metanol for utilizado como solvente
na técnica de extracdo, isto é, antocianinas, saponinas, taninos, flavonas e
polifendis. A atividade antioxidante do extrato pode estar associada com a presenca
de compostos fendlicos (BRACA et al., 2002; DEMIRAY et al., 2009; RAKESH et al.,

2013).
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Zia-Ul-Hag (2013) investigou a composicdo e avaliaram a atividade
antioxidante das vagens e sementes, raizes e caules de A. lebbeck. Os ensaios
antioxidantes in vitro, tais como o poder antioxidante reduzido férrico, o parametro
antioxidante de captura radical total e a capacidade antioxidante equivalente,

mostraram que os extratos hidroalcodlicos examinados tém potencial antioxidante.

5.4 METABOLITOS OBTIDOS POR EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

A deteccao de alcaloides, terpenoides e esteroides no extrato indica que
estes sao alguns dos possiveis metabolitos secundarios encontrados no extrato de
A. lebbeck, uma vez que em nossos estudos encontramos 20 substancias, ou seja,
temos para cada pico um composto diferente. Estes compostos da Tabela 3 séo
conhecidos por exibirem propriedades bioativas como propriedades analgésicas e
anticancerigenas (Ali et al., 2008). Assim, estes metabolitos secundarios contribuem

para o uso potente em industrias farmacologicas.

Tabela 3 - Andlise fitoquimica qualitativa do extrato da resina exsudada de

Albizia lebbeck
FITOQUIMICOS INFERENCIA
Terpenoides #
Alcaloides +
Esteroides +
Saponinas -

# : Significa que com a metodologia utilizada nao foi possivel a visualizacdo do
resultado.
+ : Indica presenca.

-- : Indica auséncia.

Segundo a metodologia de Kokate (2009) para o teste de esteroides, uma cor
vermelha produzida na camada inferior do cloroformio indica a presenca de
esteroides. Uma leve coloragdo avermelhada na interface do cloroférmio na Figura
22 indica a presenca de esteroides.
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Figura 19 - Resultado do teste fitoquimico para esteroides

-

Fonte: Autor, 2017.

Testes fitoquimicos de diferentes espécies pertencentes ao género A. lebbeck
identificou diferentes classes de metabdlitos secundarios tais como saponinas,
terpenos, alcaloides e flavonoides. Alcaloides apresentaram atividades biolégicas,
como antitumoral e atividade bactericidas GANGULI (1993). Estudos preliminares
sobre A. inopinata indicaram possivel farmacoldgica sobre o sistema nervoso central

devido a presenca de alcaloides (ASSIS et al., 1999).

Figura 20 - Solucado de Erdmann reagindo com o extrato exsudato purificado de A.
lebecck.

FONTE: Autor, 2017.
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Existem vérios reagentes colorimétricos para a identificacdo qualitativa de
alcaloides, um deles é o Reagente de Erdmann, que reage com o analito de
interesse produzindo uma cor caracteristica para cada tipo de alcaloide presente na
amostra, que pode ser vista na Figura 23. Esta solugdo reage gerando substancias
coloridas de acordo com a seguinte relacao:

Tabela 4 — Relacéo entre alcaloides e indicadores de cor.

Morfina Avermelhado
Brucina Vermelho que passa a amarelo
Tebaina Vermelho sangue
Digitalina Marrom que passa a vermelho
Papaverina Violeta

Fonte: Manual de Solugdes, Reagentes e Solventes 22 Edicao.

Na triagem fitoquimica realizada por Kalia (2015) revelou a presenca de
alcaloides, flavonoides, fendis, saponinas, terpenos e fitoesterois em A. lebbeck,
utilizando extracao etandlica e concentracao em evaporador rotativo. A maneira com
que chegamos ao nosso analito pode ter alterado o desenvolvimento de tal analise.

A investigacdo fitoquimica de diferentes espécies de Albizia revelou a
presenca de diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como saponinas,
terpenos, alcaloides e flavonoides (CHEOK, 2014).

Figura 21 - Resultado da analise fitoquimica para terpenoides.

Fonte: Autor, 2017.
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O extrato foi testado para a presenca de terpenoides. Uma cor acinzentada
deve indicar a presenca de terpenoides, no entanto, nao foi possivel a analise. Um
segundo teste foi realizado com concentragcdo do extrato muito inferior a utilizada e
também n&o se obteve resultado conclusivo, como é mostrado na Figura 23. A
metodologia utilizada é realizada com extrato bruto na presenca de cloroférmio. O
analito testado nesse trabalho foi extraido com metanol, hexano e foi tratado, por
fim, com cloroférmio para a realizagao da analise fitoquimica de terpenoides.

No teste fitoquimico para saponinas, néo foi possivel identificar a presencga de
saponinas.

A metodologia de purificacdo e concentracdo dos metabdlitos do extrato pode

ter influenciado no resultado final.
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6 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos pode-se concluir:

- O extrato estudado possui potencial para ser utilizado para o desenvolvimento de
novos medicamentos, principalmente por apresentar atividades antioxidante e

antibacteriana.

- A atividade antioxidante foi obtida na Area 2 do cromatograma, que detém
aproximadamente 20 substéancias.

- O extrato estudado foi capaz de inibir o crescimento das estirpes bactérias
testadas, tendo melhor resposta em bactérias Gram - positiva. As Areas 1 e 2
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positiva e negativa. Ja a Area 3

apresentou consideravel atividade contra a bactéria Gram-negativa utilizada.

- A partir de testes fitoquimicos, foi possivel identificar a presenca de alcaloides e
esteroides.
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