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RESUMO

A descoberta dos antibidticos foi um marco para a protecdo contra doencas graves,
porém com o uso indiscriminado destes medicamentos houve mutacées em alguns
microrganismos, que desenvolveram certa resisténcia a alguns medicamentos
conhecidos. devido a isso foi necesséria a busca por biomoléculas, provenientes de
alguns organismos como as plantas, que possuem uma diversidade molecular
importante que pode contribuir para a resolucdo desse problema, tornando-se crucial
para o desenvolvimento de novos farmacos. O objetivo deste trabalho foi analisar
alguns constituintes quimicos das folhas de Schinopsis brasiliensis Engl. (Barauna),
encontrada no Parque Estadual Mata da Pimenteira localizado no municipio de Serra
Talhada Pernambuco, verificando o seu potencial antimicrobiano. Para isso foi
utilizado algumas metodologias disponivel na literatura para realizacdo dos testes
qualitativos fitoquimicos, quantificacdo de polifendis totais, cromatografia liquida de
alta eficiéncia e teste de microdiluicdo, para verificar e quantificar a capacidade
antimicrobiana do extrato etandlico bruto (EEB) da barauna, acido galico, antibiético
(amoxicilina para controle positivo) e mistura entre o antibiético e EEB da barauna.
Foram identificados nos testes qualitativos fitoquimicosas seguintes classes de
compostos: taninos, fenais, flavonadis, flavononas, flavonoides, flavonas, xantonas e
alcaldéides. Foram obtidos 571 pug/mL de polifendis totais, no HPLC foi revelado a
presenca de acido gélico e possivel identificacdo de vanilina e acido caféico. Nos
testes microbiolégicos do EEB da baralna e amoxicilina em mistura apresentou
concentracdo de inibigdo minima contra todos os microrganismos testados como:
Klebsiella pneumoniae(1600 pg/mL),Bacillus subtillis (800 pg/mL),Samonella sp.(1600
pug/mL)e Escherichia coli (1600 pg/mL). Pode-se concluir a presenca de acido galico
como componente majoritario além de outras classes de metabolitos secundarios. Foi
possivel comprovar que a melhor atividade sinérgica (extrato + antibiético) foi para

Bacillus subtillis.



ABSTRACT

The discovery of antibiotics was a milestone for protection against serious diseases,
but with the indiscriminate use of these drugs there were mutations in some
microorganisms, which developed some resistance to some known drugs, due to this
it was necessary to search for biomolecules from some organisms such as plants, that
have important molecular diversity that can contribute to the resolution of this problem,
becoming crucial for the development of new drugs. The objective of this work was to
analyze some chemical constituents of Schinopsis brasiliensis Engl. (Barauna), found
in the Mata da Pimenteira State Park located in the municipality of Serra Talhada
Pernambuco, verifying its antimicrobial potential. For this purpose, some
methodologies were used in the literature to perform qualitative phytochemical tests,
quantification of total polyphenols, high performance liquid chromatography and
multipole agar test to verify and quantify the antimicrobial capacity of the crude
ethanolic extract (EEB) of Barauna, gallic acid , antibiotic (amoxicillin), and a mixture
of antibiotic and EEB from barauna. The following phytochemical qualitative tests were
identified: tannins, phenols, flavonols, flavonones, flavonoids, flavones, xanthones and
alkaloids. 571 pg / mL of total polyphenols were obtained, the presence of gallic acid
and possible identification of vanillin and caffeic acid were revealed in HPLC.
Microbiological tests of BSE of barauna and amoxicillin in a mixture showed minimal
inhibition concentration against all microorganisms tested as: Klebsiella pneumoniae
(1600 pg / mL), Bacillus subtillis (800 ug / mL), Samonella sp. and Escherichia coli
(1600 pg / ml). It is possible to conclude the presence of gallic acid as a major
component in addition to other classes of secondary metabolites. It was possible to

prove that the best synergistic activity (extract + antibiotic) was for Bacillus subtillis.

10



SUMARIO

VL 27051607V T 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oooviieeeeeeeeeee et ee e, 15
2.1 ASPECTOS BOTANICOS DA Schinopsis brasiliensis ENGL. ...........c..c........ 15
2.2 ASPECTOS ETNOBOTANICOS DA Schinopsis brasiliensis ENGL. .............. 17
2.3 COMPOSICAO FITOQUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA Schinopsis
PrasilieNSIS ENGL. .......oiiiiiiiiic et e e e e e e e e e e e e eaa s 18
2.4 RESISTENCIA BACTERIANA E A BUSCA POR NOVOS ANTIBIOTICOS........ 20
T )= = 1 LV 1 T 22
T T @ 1= = WAV @ X ] = 7 T 22
3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oooviiieeeeee et 22
4, METODOLOGIA .....ce ittt ettt st e st et e e ste e e 23
4.1. ESCOLHA DA PLANTA E IDENTIFICACAO BOTANICA ......ccoveveeircienenn 23
4.2. ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA E OBTENCAO DO EXTRATO

= 7L [ @ J TR 23
43.1. OPERACOES PRELIMINARES.......c.couiiieiiieeieeiecieeee et 24
4.3.3. TESTE PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES......24
434,  TANINOS E FENOIS ....oooiiiieeeeeeeeeeeeeee et 25
5.2.2. TESTE PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES......32
5.2.3. TANINOS E FENOIS ...ttt 32
6. CONSIDERAGOES FINAIS ......oiiiiiieeiee ettt 43
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooieieeeeeee ettt 44

11



1. INTRODUCAO

Desde o surgimento das civilizagbes humanas os produtos oriundos das
plantas sdo empregados para as mais diferenciadas funcionalidades, como
alimentacdo, moradia ou no tratamento de patologias. Através da experimentacao e
do conhecimento empirico algumas sociedades conseguiram observar padrées entre
as doencas e os diferentes tipos de tratamentos, tendo como destaque as sociedades
Egipcia, Greco-romana e Chinesa, assim como mencionado por Viegas (2006).

Com o desenvolvimento das civilizacbes, o conhecimento sobre produtos
naturais avancou com passar do tempo, isso foi possivel principalmente devido a
descoberta de moléculas organicas a partir de metodologias sintéticas que foram
importantes para o progresso e bem-estar em nossas vidas. Um exemplo, foi a
obtencéo do acido acetilsalicilico Aspirina ®, em 1899 por Felix Hofmann (quimico que
trabalhava na industria Bayer), a partir do acido salicilico (FIORUCCI et al., 2002).
Esta molécula é encontrada na casca do salgueiro Salix alba que na Roma Antiga, os
médicos tratavam as dores de cabeca, de estdbmago e de ouvido utilizando o extrato
dessa planta obtido pela decoccao de folhas e da casca (figura 1). VIEGAS, 2006);
(LEROUX, 1830)

Figura 1: Salicina (casca do salgueiro)
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Fonte. digichem.org

A salicina ap6s hidrélise fornece duas moléculas diferentes: a glicose e o
alcool salicilico (aglicona), possui um sabor amargo (mesmo com uma molécula de
acucar) e as propriedades farmacolégicas conhecidas desde a Antiguidade. Por outro
lado, a sua forma oxidada (acido salicilico) era muito mais potente do que a salicina

possuindo propriedades de baixar a febre (antipirético), aliviar a dor (analgésico) e
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combater infec¢des (anti-inflamatério). Sua desvantagem era devido a maior acidez
desse composto, que como consequéncia provocava irritacdo no estbmago. Por isso,
para contornar esse problema Hofmann sintetizou o &cido acetilsalicilico Aspirina ®, a
partir da reacdo entre o 4cido salicilico e anidrido acético em meio acido. Com isso,
verificou que era menos irritante a mucosa do sistema digestivo, e apés testes em
humanos a droga era bem tolerada sem perder suas propriedades farmacolégicas

(figura 2).

Figura 2: Acido acetilsalicilico (Aspirina ®)

O OH

R

Fonte. digichem.org

Assim como no caso da Aspirina, o estudo das interacdes entre biomoléculas
presentes nas plantas e patologias, jA comprovou a sua devida importancia, pois
alguns principios ativos destes organismos vegetais sdo utilizados até hoje, porém na
sua versao sintética devido aos avancos tecnolégicos, da mesma forma que Montanari
e Bolzani (2001) destacam sobre o desenvolvimento das pesquisas em produtos

naturais.

Desses estudos foram obtidas algumas substancias que se
consagraram como principios ativos eficazes, e que até hoje, ainda
sdo muito empregados no tratamento de certas doencas, a exemplo
de morfina, quinina, canfora e cocaina. (MONTANARI; BOLZANI,
2001, p.105)

Os mais diferentes tipos de patologias ainda assolam a humanidade, entre
elas estdo as doencas causadas por microrganismos como os fungos, virus e
bactérias, que por sua vez podem causar doencgas mais brandas como a acne ou mais

ameacadoras como a tuberculose provocado pelo Mycobacterium tuberculosis.
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O desenvolvimento de medicamentos como os antibioticos foram um marco
para a protecdo contra doencas graves e manutencao da nossa saude, porém com o
uso indiscriminado destes produtos foram provocados mutagbes em alguns
microrganismos, que desenvolveram uma resisténcia a alguns antibibticos
conhecidos; assim como Santos (2004, p. 65) destaca: “O uso indiscriminado de
antibioticos aumenta a presséo seletiva e, também, a oportunidade da bactéria ser
exposta aos mesmos. Aguela oportunidade facilita a aquisicdo de mecanismos de
resisténcia.”

Como citado anteriormente, as plantas possuem uma diversidade molecular
importante que pode contribuir para a resolucdo desse problema devido a sua alta
resisténcia contra estes organismos, tornando-se crucial a sua compreensao
molecular para o desenvolvimento de novos farmacos.

Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos, o primario que esta ligado as
funcbes mais béasicas para a manutencdo de sua sobrevivéncia (carboidratos,
proteinas, lipidios entre outros) e os secundarios que possuem a funcdo de atrair
polinizadores ou de repelir e matar possiveis ameacgas (taninos, flavondides,

alcaldides e etc.).Segundo Gobbo-Neto e Lopes:

“Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre
as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese é
freqientemente afetada por condicbes ambientais. (Gobbo-Neto,
Lopes, 2007, p.374)

Em outras palavras mesmo uma planta sendo bastante pesquisada a mesma
pode apresentar compostos quimicos e atividades bioldgicas distintas ou em
guantidades diferentes, pois a producdo dos metabdlitos secundarios depende do
ecossistema em que as plantas estao inseridas, logo se tornam cruciais pesquisas em
diversos locais, tendo em vista que o Brasil € um pais territorialmente grande.

O Parque Estadual Mata da Pimenteira que esta localizado na regido
semiarida no municipio de Serra Talhada—PE, possui aproximadamente 887,24
hectares sendo a vegetacdo predominante a caatinga, com diversas plantas
consideradas medicinais que sofrem com condi¢cées que vdo desde temperaturas
altas a estresse hidrico vem se destacando como um importante local para a

realizacdo de pesquisas.
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Plantas como Schinopsis brasiliensis Engl., conhecida popularmente como
baralna, baina, bratina-parda e diversos outros nomes. E uma planta com principios
biolégicos bastante estudados, porém muitos desses estudos ndo trazem uma
descricdo quimica detalhada dos seus componentes do metabolismo secundério, o
gue torna importante a realizacdo de mais pesquisas sobre essa planta que poderao

proporcionar novas descobertas na area da quimica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS BOTANICOS DA Schinopsis brasiliensis ENGL.

A Schinopsis brasiliensis Engl. conhecida popularmente como: bradna,
baralna, baluna, braina-parda entre diversos outros nomes € uma planta pertencente
a familia das Anacardiaceae, que possui aproximadamente 81 géneros e 800
espécies, encontrada principalmente em regides tropicais e subtropicais por todo o
planeta (LUZ, 2011). Nesta familia os individuos possuem caracteristicas lenhosas
resiniferas, sendo a folhas simples ou compostas, tendo as flores dialipétalas,
isostémones ou obdiplostémones com ovario supero, em geral uni ou tricarpelar,
porém unilocular e uniovulado, produzindo frutos carnosos ou secos unisseminados
(LUZ, 2011).

Um dos géneros pertencentes a essa familia € o Schinopsis, sendo
constituido por 14 espécies, utilizados principalmente na indastria do couro
(curtimento) ou na industria de madeira devido a sua resisténcia a umidade, ataque
de insetos e radiacdo ultravioleta (WILLIANS, MILLER & GNAGSTAD, 2001). Por
causa principalmente da sua composicdo quimica, as espécies desse género
possuem uma maior resisténcia a organismos como o0s fungo e os cupins. Essa
caracteristica € atribuida principalmente a presenca de taninos e compostos fendlicos.
(WILLIANS, MILLER & GNAGSTAD, 2001)

A baraina é um dos representantes mais estudados desse género,
possivelmente devido a presenca em todo o territorio nacional principalmente na
regido nordeste, na figura 3 € apresentado os locais atuais onde a mesma foi

identificada e registrada no Brasil.
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Figura 3: Mapa botéanico da Barauna mostrando a sua distribuicdo no Brasil, com
maior concentracdo no nordeste brasileiro.
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Fonte: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora>

Esse organismo possui porte arboreo, podendo se desenvolver até uma altura
de aproximadamente 12 metros, e 20 a 60 cm de diametro, com ramos dotados de
espinhos. As folhas sdo compostas, imparipinadas, de cor verde escuras na parte

superior e palidas na inferior (BRAGA, 1976). Na figura 4 temos a exsicata da Brauna.

Figura 4: Demonstracdo morfologica das folhas de Schinopsis brasiliensis Engl. através da
sua Exsicata.

Fonte. <http://www.naturezabela.com.br >
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Na literatura encontra-se diversas pesquisas que comprovam que a mesma €
rica em diversos componentes quimicos como 0s taninos, que segundo alguns
autores pode ser encontrado em raizes, flores, frutos, folhas, cascas e na madeira,
assim como Ribeiro et al. (2014) e Souza (2015) demonstram. Estes componentes
servem para proteger as plantas contra os herbivoros e as doengas patogénicas”.
Logo o estudo desse organismo, torna-se crucial principalmente em pesquisas que

busquem por principio bioativos.

2.2 ASPECTOS ETNOBOTANICOS DA Schinopsis brasiliensis ENGL.

Como citado anteriormente, através da experimentacdo alguns povos
observaram que as plantas podem conter propriedades medicinais contra diversas
enfermidades que assolam a humanidade, essa percep¢do também ocorreu com a
familia Anacardiacea, precisamente com a S. brasiliensis Engl. Sdo encontrados na
literatura, com diversos usos terapéuticos registrados na medicina popular.

A Barauna é utilizada de diversas formas, como em decoctos das folhas e
cascas para o tratamento de dores no estdmago e figado, sendo a sua alcoolatura
mais confidvel, devido a garantia da preservacdo das propriedades anti-histéricas e
nervosténicas, além do cha da sua casca que segundo a medicina popular pode curar
dores no ouvido e de dentes (CARVALHO, 2008; FERNANDES, 2011;CHAVES et al
2011) conforme citado por Oliveira (2018, p. 2).

Devido a Barauna estar presente principalmente na regido nordeste (Figura
3), encontramos maiores relatos da sua utilizacdo pratica nesta regido, como na
populacdo de Assaré conforme Ribeiro et al. (2014). Em sua pesquisa Ribeiro et al.
(2014), revelam que a populacdo do Assaré do estado do Ceara — Brasil, utilizavam a
bradna para curar dores no estbmago e no figado através do método de decoccéo.
Este processo também é utilizado para sanar dores na coluna, nos nervos e gripe
(JUNIOR et al., 2014). Em outros municipios a mesma é utilizada como lambedor para
o tratamento de doencas gastrointestinais.

Devido ao uso popular deste organismo, os pesquisadores tiveram indicios

sobre as suas provaveis propriedade biolégicas como mencionado por Chaves et al
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(2008), logo diversas pesquisas foram desenvolvidas visando a busca de

biomoléculas com principios bioativos nas diferentes areas do conhecimento.

2.3 COMPOSICAO FITOQUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA Schinopsis brasiliensis
ENGL.

Devido principalmente ao uso popular desta planta, diversas pesquisas
cientificas estdo sendo realizadas com o intuito de demonstrar e comprovar que esse
organismo possui as mais diferenciadas propriedades biologicas, algumas delas estédo
expressas na Tabela 1. Como podemos perceber diversos organismos citados sao

patogénicos.

Tabela 1: Algumas pesquisas realizadas na atualidade que confirmam a atividade
microbioldgica da Barauna.

Atividade Biolégica Tipos de extratos Microorganismo Referéncias
Raimundo e Toledo
Antifangica Hidroalcodlico Candida albicans (2016)
Etandlico Jovito (2016)

Streptococcus mutans?

Etandlico em
particdo com: Streptococcus oralis?
Hexano -
) ) L Streptococcus mitis *
Antibacteriano Cloroférmio e P

Acetato de etila Streptococcus salivarius! Souza (2015)
Staphylococcus aureu?

Enterococcus faecalis?

Antibacteriano Hidroalcodlico Escherichia coli? Santos Neto (2016)
Antimicrobiano Metanol Staphylococcus aureu? Saraiva et al.
Acetato de Etila (2013)
n- Hexano
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Escherichia coli?
Pseudomonas
Antibacteriano Hidroalcodlico aeruginosa? Santos (2018)
Salmonella
choleraesyus?
Micrococcus luteust
Staphylococcus aureus?
Bacillus subtilis®

Coloracdo: Gram-positival, Gram-Negativa?

Em todos os microrganismos citados na tabela 1, a barauna obteve algum
resultado no quesito inibicdo, o que em primeira instancia torna-lhe algo a ser
entendido de forma sistematica. Principalmente como fonte alternativa no tratamento
de bactérias multirresistentes.

A utilizagdo em microrganismos multirresistentes foi realizado por Saraiva et
al. (2013), que obteve resultados satisfatorios com o extrato bruto das folhas da
baradna, fracionado em: n-hexano, acetato de etila e metanol, contra espécie
multirresistentes de Staphylococcus aureus, que € considerado um importante
patégeno devido a uma combinacao de viruléncia mediada por toxina, invasividade e
resisténcia a antibioticos (LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

Saraiva et al. (2013) obtiveram resultados interessantes, como a
concentracdo inibitéria minima dos componentes isolados de 50 e 25 pg/mL.
Demonstrando uma alta acédo até em col6nias resistentes.

Algumas pesquisas avaliam outros tipos de propriedades biolégicas como a
realizada por Silva (2014), que avaliou a capacidade mutagénica e antimutogénica do
extrato etandlico da baratuna em células, porém néo foi obtido resultado de atividade
bioldgica nas suas pesquisas.

Diversos metabdlitos secundarios séo identificado na literatura como: taninos,
flavonoides, fendis, triterpenos, esterbides e polifendis por Raimundo e Toleto (2016)
em suas pesquisas bibliograficas; Souza (2015) identificou e quantificou taninos,
flavondides e polifendis através da utilizacdo do espectrofotdbmetro e Santos (2018)
conseguiu perceber a presenca de triterpenos e taninos pelos os testes qualitativos
de Mattos, no extrato hidroalcodlico.

Estes metabdlitos estdo provavelmente ligados as propriedades biolégicas da

Barauna. Ndo é novidade que alguns possuem efeitos anestésicos como também
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reagem na parede celular da membrana dos microrganismos causando aa morte ou

inibicdo dos mesmaos.

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA E A BUSCA POR NOVOS ANTIBIOTICOS

As bactérias séo seres unicelulares, identificadas por van Leeuwenhoek nos
anos de 1670 apds a invencao do microscépio. Porém, apenas no século XIX
acreditamos na possibilidade destes micro-organismos serem causadores dos mais
diferenciados tipos de patologias (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Devido aos problemas relacionados ao desenvolvimento de doencas, foi
necessario a criacao de substancias quimicas que conseguissem inibir ou levar estes
microrganismos a morte, porém com 0 uso irregular destes agentes antimicrobianos,
as bactérias desenvolveram resisténcia a esses componentes que Segundo Mota et
al. (2005) pode ocorrer tanto nos homens como nos animais que posteriormente
podem infectar os humanos.

Os mecanismos de resisténcia foram desenvolvidos para desativar essas
substancias das mais diferenciadas formas, entre eles estdo: Bombas de Efluxo,
Alteracéo da Permeabilidade da Membrana Externa, Producdo Enzimatica e Alteracéo

Genética do Alvo (Castanheira 2013). Assim como demonstrado na figura 5.

Figura 5: Mecanismo de defesa antimicrobiano

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM » . ATM
aATH
ATM BOMBA DE EFLUXO
parede e
bacteriana .

membrana

bacteriana
genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiane ONA bacterians | ALTERAGAO DO SiTIO DE AGAD]

Fonte. Anvisa
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As bactérias podem desenvolver colbnias totalmente imunes a antibidticos de
duas formas, a primeira é o compartilhamento genético dos genes e a segunda € a
reproducao assexuada dos componentes com essa mutacdo (Castanheira 2013).

O desenvolvimento desta resisténcia tem ocasionado problemas assim como
destacado por Silveira (2006): “O fendbmeno da resisténcia bacteriana a diversos
antibioticos e agentes quimioterapicos impde sérias limitacdes as opcdes para o
tratamento de infecgbes bacterianas, representando uma ameaca para a saude
publica.” Logo € necessario a busca por novos antibioticos que esses organismos
ainda ndo tenham desenvolvido defesas.

Guimaraes; Momesso e Pupo (2010) descrevem os caminhos que as novas
pesquisas estdo para o desenvolvimento de novos antibidticos entre eles a
descobertas de moléculas antimicrobianas através de plantas, segundo 0s mesmos:
“ As plantas também podem contribuir na descoberta de novos antibiéticos, pois é
possivel que produtos naturais antimicrobianos possam ser biossintetizados para
prevenir e/ou combater o atague de micro-organismos patogénicos as plantas.” Logo
a descoberta e a producdo de um antibidtico através de organismos vegetais se

demonstra ser promissor.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de
Schinopsis brasiliensis Engl. (Barauna), coletado no Parque Estadual Mata da
Pimenteira localizado no municipio de Serra Talhada Pernambuco, e avaliar o

potencial antibacteriano de extratos.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar alguns constituintes quimicos do extrato etandlico de Schinopsis
brasiliensis ENGL. (Barauna) por meio de testes fitoquimicos qualitativos e
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Determinar os polifendis totais, através de espectrofotometria;

e Determinacéo da CIM dos componentes do extrato etandlico por meio do teste de

microdiluicdo em placas multipogos;

e Avaliar a atividade sinérgica do extrato bruto com o antibiético a amoxicilina.
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4. METODOLOGIA

Os meétodos utilizados para a obtencdo dos extratos etandlicos e testes
qualitativos fitoquimicos, seguem a metodologia de Mattos (2009) e Barbosa (2001)
considerando algumas modificacdes, devido a limitacdo dos aparelhos e reagentes

disponibilizados no laboratério.

4.1.ESCOLHA DA PLANTA E IDENTIFICACAO BOTANICA

Foi utilizada uma referéncia bibliografica (SILVA, 2013), contendo o mapa
botanico da area, logo apés foi realizado um levantamento bibliografico sobre as
espécies, e entdo realizado a identificacdo botanica do organismo escolhido (S.
brasiliensis ENGL.) com o auxilio dos Taxonomistas Dr. André Laurénio de Melo e

Maria Crislayne dos Santos Souza.

4.2. ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA E OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

O método utilizado foi o de Barbosa (2001), o qual consistiu na coleta do
material vegetal. A primeira coleta aconteceu no dia 10 de novembro de 2017, a
segunda no dia 13 de abril de 2018 e a terceira no dia 17 de outubro de 2018 das 8h
as 12h no Parque Estadual Mata da Pimenteira. Sendo levado para o laboratério de
Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco, unidade de Serra Talhada-
PE, onde foram devidamente pesadas em uma balanca analitica (ACCULA) em
seguida as folhas foram colocadas em uma estufa ventilada (New Lab) por 72 horas
a 50 °C. Logo ap0s secadas, as folhas foram trituradas com o auxilio de um triturador
mecanico e levadas para o Erlenmeyer onde foi utilizado uma proporcéo de 1:4 de
alcool etilico P.A a 99,8 % para cada 100 g do extrato bruto. A vidraria foi fechada e
coberta com papel aluminio por 72 h a temperatura ambiente, o extrato foi filtrado a
vacuo e levado ao evaporador rotativo e por fim a um dessecador até as analises

serem realizadas.
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4.3. TESTES QUALITATIVOS FITOQUIMICOS

4.3.1. OPERACOES PRELIMINARES

Todos os testes fitoquimicos foram realizados em triplicadas pela metodologia
de Matos (2011) e Barbosa (2001). Para a preparacdo da solucdo mae foram
utilizados cerca de 1 g de extrato seco para 50 mL de etanol 99,8 % P.A resultando

numa concentracado de 0,02 g/mL.

4.3.2. FLAVONOIS, FLAVONONAS, FLAVONOIDES E XANTONAS

Para identificar a presenca dos constituintes foi realizado o teste de Shinoda
(HCI concentrado e magnésio) que consistiu no seguinte procedimento: colocou-se
em um tubo de ensaio 1 mL da solu¢cdo mae do extrato bruto, adicionado 1mL de acido
cloridrico (HCI) concentrado. Em seguida foi adicionado a solugdo 1 cm de fita de

magneésio. A formacao de uma coloracdo rosa caracteriza a presenca de flavonoides.

4.3.3. TESTE PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES

Foi colocado 3 mL da solucdo mée em trés béqueres contendo o extrato
dissolvido em etanol P.A, um levado ao pH 3 o segundo a pH 8,5 e o terceiro a pH
11(alcalinizada com NaOH e acidificadas com HCI) , segundo a metodologia a
mudanca na coloracdo € indicativo da presenca dos metabdlicos como mostra a
tabela 2:

Tabela 2: Resultado dos testes (Matos 2009)
Cor em meio

Constituintes Acido® Alcalino® Alcalino®b

Antocianinas e Vermelha Lilas Azul-purpura

Antocianidinas

Flavonas, Flavondis e - - Amarela
Xantonas
Chaconas e Auronas Vermelha - Verm. Parpura

24



Flavondis - - Verm. Laranja

Fonte. MATOS, F. J. A. Introducéo a fitoquimica experimental. 3 ed. Fortaleza: Edi¢cbes UFC,
20009.

4.3.4. TANINOS E FENOIS

Para a verificacdo qualitativa de fendis e taninos, foram utilizadas duas
solugbes em concentracoes diferentes para uma maior visualizagcéo e avaliagdo da
reacao pretendida.

Primeira solucéo de FeCls a 1%: pesou-se 1 g de cloreto férrico para entéo
ser dissolvido em 100 mL de alcool etilico a 70%.

Segunda solucao de FeClsz a 9%: Dissolveu-se 9 g de cloreto férrico em 100
mL de alcool etilico a 70%.

Branco: agua destilada com as solucfes de cloreto férrico.

A presenca de precipitacdo de cor azul é um indicativo da presenca de taninos
pirogdlicos (taninos hidrolisaveis) e verde, taninos catéquicos (taninos condensados)
consequentemente fendis

Teste da Gelatina: o seguinte teste foi realizado através da metodologia
disponibilizado pela sociedade brasileira de farmacognosia, que consiste na adicao
de gotas de uma solugcédo de gelatina na concentracdo de 2,5 % no extrato bruto. A
presenca de precipitacdo indica que o teste é positivo para taninos.

Em todos os testes foram colocados cerca de 2 mL da solucdo mae do extrato

bruto e entdo acrescentado 5 gotas das solucées.
4.3.5. SAPONINAS

Para esse teste foram utilizados 3 mL da solucdo méae do extrato bruto em 2
mL de agua destilada e entdo agitado vigorosamente durante 2 min em tubo fechado.

Resultado: Caso a camada de espuma permanece-se estavel por mais de

meia hora o resultado deve ser considerado positivo.
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4.3.5 ALCALOIDES

A reacdo geral para alcaldides foi baseada na formacdo de complexos
insolaveis (precipitados). Para a identificacdo da presenca desta classe de compostos
foram separadas porcdes de 2mL da solucdo mae em tubos de ensaio diferentes e
adicionados trés gotas dos seguintes reagentes:

Tubo 1: Reagente de Mayer: Sera dissolvido 1,35 g de Hg2Cl2 e 5 g de Kl em
agua e até chegar a 100 mL. Esta solucéo reage com quase todos os alcaloides em
meio acido dando precipitados brancos.

Tubo 2: Reagente de Bouchardat: foram dissolvidos 4 g de Kl e 2 g de I em
100 mL de agua. A solucédo reage com alcaloides formando precipitado marrom.

Tubo 3: Reagente de Dragendorff: para este reagente foram preparadas duas
solucdes:

- Solucdo A: Pesa-se 8g de BIONOs3.H20 que sédo dissolvidos em 20mL de
Acido Acético.

- Solucédo B: Dissolve-se 27,29 Kl em 50mL de agua destilada.

A solugao “A” foi adicionada aos poucos sobre a solugdo “B”. Se ocorrer a
formacdo de precipitado vermelho apds a adicdo deste reagente, entdo indicara a

presenca de alcaldides.

4.4, DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Na determinacéo do teor de polifendis totais, foi utilizado o método de Chandra
e Mejiia (2004) com algumas modificacdes realizadas por Souza (2015). Logo,
adicionou-se 1 mL da solugdo aquosa do extrato a 1 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau 1 N, a mistura permaneceu em repouso por 2 minutos, em seguida, foi
adicionado 2 mL Na2COs3 a 20% (p/v), que permaneceu em repouso por mais 10
minutos. A leitura da absorbancia foi realizadoa 757 nm em espectrofotdmetro, com
um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solugéo a
20% de Na2COs. Para a curva analitica, foi utilizado uma solu¢éo padréo de 100 pg/mL
de &cido galico que foi preparada pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de

agua destilada. Através dessa solucéo foram realizadas diluicdes nas concentragcdes
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de 10,20,30,40 e 50 pg/mL. A concentracdo de polifendis foi considerada em

microgramas equivalentes de acido galico.

4.5.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

O seguinte teste foi realizado no laboratério de pés-graduacdo em producao
vegetal, com a colaboragédo dos professores Dra. Kelem Silva e Dr. Adriano do
Nascimento Simdes. As amostras do extrato bruto da barauna foram diluidas em agua
nas concentracdes 0,25, 0,20, 0,15, 0,10 e 0,05 mg/mL. E posteriormente, filtradas
em filtro com tamanho de poro 0,45 ym de PTFE CROMAFIL®. Seguindo a
metodologia de Fernandes (2015) com modificacdo para o método isocratico.

Logo apds foram adicionadas no aparelho de UHPLC+ (ThermoScientific)
Ultimate 3000 controlado pelo software Chromeleon Chromatography Management
Systemcom coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). através do método isocratico:
composicado do eluente (propor¢ao): acido acético 2%/metanol (60/40); fluxo 1 mL/min;
comprimento de onda A = 270 nm; volume de inje¢ao 20 pL; tempo de corrida: 30 min.

Os padrdes usados foram: acido galico, acido cafeico e vanilina nas
concentracoes 0,25, 0,20, 0,15, 0,10 e 0,05 mg/mL.

4.6. AVALIACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO

Os seguintes testes foram realizados com a colaboracéo da professora Dra.
Virginia Medeiros de Siqueira no laboratério de microbiologia 1 localizado na
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)- Unidade académica de Serra
Talhada (UAST); para isso, foram utilizadas as seguintes bactérias: Klebsiella
pneumoniae, Bacillus subtillis, Samonella sp., e Escherichia coli. As bactérias foram
replicadas por 24 h antes dos testes.

Preparou-se uma solucédo denominada como | de etanol com o extrato, com
64 mg em 1 ul de etanol gerando uma solucédo de 64 mg/ul para ser entéo dissolvida
na proporcado de 1:100 em caldo Mueller- Hinton, ou seja, transferiu-se 1 mL da
solucéo | para 99 pl de caldo nutriente, esta € a solucao Il que ficou na concentracao
de 6400 pg/mL,
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Para a determinacdo do CIM, colocou-se 200 pl de caldo nutriente em cada
poco sendo no primeiro po¢o adicionado 200 uL da solucéo Il e assim sucessivamente
até o oitavo, obtendo-se concentrac¢des de: 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25
pg/mL.

Logo apds em cada poco foi adicionado 10 puL da suspenséao bacteriana em
salina a 0,85 % correspondente a 108 UFC/mL (0,5 MC Farland). As placas multipocos
foram inoculadas a 35°C por 24 horas.

A CIM foi determinada pela menor concentracéo de extrato bruto capaz de
inibir totalmente o crescimento bacteriano, visto a olho nu.

Para avaliacdo da atividade sinérgica, foi utilizado a metodologia de Mackay
et al. (2000) com algumas modificagbes nas concentracdes. O extrato bruto foi
misturado na propor¢édo de 1:1 com o antibiético amoxilina, para entdo obtermos os
resultados das concentracdes inibitoria fracionadas (CIF). A CIF consisti em uma
razdo da CIM do extrato bruto em combinacdo com o antibidtico dividido pelo valor da
concentragdo inibitéria minima do antibidtico isolado. Esse coeficiente indica a
associacdo dos extratos com o antibiético produziu efeito: sinérgico (CIF < 0,5),
indiferente (4,0 > CIF > 0,5) ou antagonista (CIF > 4,0).

28



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

As folhas foram coletadas no parque estadual Mata da Pimenteira em Serra
talhada-PE, em uma localizacdo aproximada de 7°56'07,6" de latitude sul (s) e
38°18'01,7" de longitude oeste (w). Foram realizadas trés coletas, onde
posteriormente conduzimos a varios tipos de processos como citados na metodologia.
Na figura 6 temos o produto inicial (as folhas logo apés serem retiradas da planta) e o

final (Extrato bruto da Baradana).

Figura 6: (A)- Folhas da primeira coleta da baradna
. (B) — extrat

Fonte. Autoria prépria

As coletas foram realizadas nos dias: 10 de novembro de 2017, 13 de abril
de 2018 e 17 de outubro de 2018, que respectivamente corresponde as estacdes de
primavera, outono e primavera novamente. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) as
estacdes do ano, podem influenciar no desenvolvimento de metabdlitos secundarios
por ocasionar fatores abidticos como disponibilidade hidrica para a planta. Devemos
levar em consideracdo esse fator nas duas estacdes distintas, pois como bem
sabemos a agua é necessaria para que a fotossintese ocorra, logo sem uma boa
vazdo da mesma através do xilema para os érgdos fotossintetizantes, havera menor

concentragcdo dessas biomoléculas.
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Foram coletadas respectivamente: 346,0189 g; 311, 0244g e 500,0000g de
folhas frescas. No gréaficol é apresentado o rendimento das trés coletas a cada 100g

de material vegetal utilizados no processo.

Gréfico 1. Porcentagem de rendimento a cada coleta

Redimento do Extrato bruto a cada 100g

1,45%
1,40%
1,35%
1,30%
1,25%
1,20%
1,15%

1,10%

12 Coleta(Seco) 22 Coleta (Chuvoso) 32 Coleta (Seco)

Fonte: dados da pesquisa

Como podemos perceber a segunda coleta obteve um maior rendimento, isso
pode ter ocorrido devido ao fato de ser a Unica entre as duas que ndo ocorreu na
primavera, como citado anteriormente isso pode influenciar no desenvolvimento dos
metabdlitos secundarios, pois segundo Simdes et. al. (2017) diversos fatores
influenciam na producé@o de metabdlicos secundarios como a disponibilidade hidrica
para a planta.

A obtencéo do extrato bruto foi concluida quando o mesmo demonstrava uma
consisténcia semi-sdlida, pois o intuito era que a maior parte do solvente tivesse sido

volatilizada para ndo ocorrer interferéncias nos resultados pelo etanol.

5.2.PROSPECCAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

A prospeccao fitoquimica qualitativa foi realizada como citado na metodologia,
com a solucdo mae do extrato em etanol na concentracdo de 0,02 g/mL. Nao houve
mudancas consideraveis nos resultados de uma coleta para outra, o extrato bruto

guando dissolvido apresentou uma média de pH bastante acida de 3,2 que talvez
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possa ser justificado, devido a quantidade de &acidos organicos que possam ter sido

extraidos na maceracao.
5.2.1. FLAVONOIS, FLAVONONAS, FLAVONOIDES E XANTONAS

Assim como descrito na metodologia foi adicionado 1 mL do acido cloridrico e
1 cm de fita de magnésio a solucdo mée do extrato bruto, que ocasionou uma
coloracdo levemente rosa que segundo Mattos (2011) e Barbosa (2001) indica a
presencas de flavonoides e seus derivados.

Segundo Simdes et al. (2017.p 224) o teste para flavonoides é positivo devido
ao seguinte motivo: “Essa reacdo tem por base a reducao dos derivados flavonoidicos,
de cor amarela, em antocianos, com coloracéo avermelhada. O processo de reducao
mediado por magnésio metalico em meio de &cido cloridrico, em geral, ocorre no anel
C da estrutura dos flavonodis e flavonas, gerando um nucleo antocianico.” Simoes se

refere ao anel demonstrado na figura 7.

Figura 7: Reacao da cianidina

HO (0]
@ C
HCl + Mg r

OH

Fonte: Simdes et al. 2017

Os flavondides sao biossintetizados a partir da via dos fenil propanoides,
sendo um dos compostos fendlicos mais abundantes na natureza, famosos por serem
compostos antioxidantes pertencentes aos metabdlitos secundarios das plantas, onde
possuem principalmente funcédo de proteger esses organismos contra 0s raios solares
(SIMOES et. al., 2017).

Em alguns trabalhos sobre Schinopsis brasiliensis Engl.de outras localidades,
foram identificados ou determinando a quantidade destes metabdlicos (Flavonoides)
como: Raimundo (2016), Souza (2015) e Santos (2018).
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5.2.2. TESTE PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES

Devido ao resultado do teste anterior, esta andlise foi realizada para confirmar
os dados, pois além de facil execucao também pode gerar outros tipos de dados para
uma maior compressao quimica.

A coloracéo da amostra, quando em pH 11, adquiriu uma coloracdo amarela
intensa como a figura 8 demonstra, segundo Mattos (2011) esse comportamento

indicaria a possivel presenca dos grupos das Flavonas, Flavondis e Xantonas.

Figura 8: Extrato bruto sendo submetido
a alteracéo de pH.

Fonte: Autoria prépria

Como citado anteriormente este resultado torna-se importante devido as
propriedades bioldgicas principalmente antioxidantes dessas moléculas (SIMOES et.
al., 2017). As pesquisas vém demonstrando a presenca de flavonoides como dito
anteriormente, assim como Raimundo (2016) destaca na sua revisdo bibliografica,

porém nao foram encontrados dados sobre o seguinte grupo.

5.2.3. TANINOS E FENOIS

ApOs a reacgdo da solugdo mae com FeCls, houve uma precipitacdo de
coloragdo azul intensa como € demonstrado na figura 9, que segundo Mattos (2011)

e Barbosa (2001) indica a presenca de taninos hidrossoluveis.
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N&o € novidade a presenca deste metabdlito na baraina, que por sua vez sao
compostos fendlicos soluveis em agua com massa molecular que varia entre 500 a
3.000 daltons. Utilizados principalmente nas industrias de curtimento de couros devido
a sua capacidade de precipitar celulose, pectinas e proteinas, famosos por seu sabor

adstringente em frutos como a uva (SIMOES et. al., 2017).

Figura 9: (A)- Extrato bruto diluido. (B) Extrato
Apo0s ser submetido ao teste.

A B

. Fonte: Autoria propria

Segundo Simdes et al. (2017.p 235) “os taninos possuem a habilidade de
formar complexos insoluveis em agua”. Possivelmente foi o que ocorreu no teste, pois
ao reagir com FeCls talvez houve a formagdo de um complexo (provavelmente
octaédrico devido a coloracao do precipitado ser azul).

No teste da gelatina um precipitado de coloragéo escura foi formado devido
provavelmente a precipitacdo de algumas proteinas contidas nestas solugdes.

Resultados semelhantes também foram encontrados por: Souza (2015),
Santos (2018), Assuncao et. al (2016), Ferreira et al (2016), Chaves et al (2011) entre

outros.

5.2.4 SAPONINAS

O seguinte teste consistiu na diluicdo do extrato em agua, para entdo ser
agitado intensamente por 2 min, caso a espuma permanecesse por 15 min entdo o
resultado deveria ser considerado positivo, isso ocorre segundo Simdes et al (2017)
devido as saponinas em &gua formarem uma espumas abundante com acao
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detergente e emulsificante, por possuir na sua estrutura uma parte polar e outra apolar
assim como os detergentes. Logo, a presenca dela expressaria tal comportamento.

De inicio o extrato da Baralna apresentou uma leve formacédo de espuma na
superficie, porém com o passar do tempo percebemos que a mesma nao persistiu por
15 minutos, entédo consideramos o resultado do teste negativo.

Almeida et al. (2018), encontrou nas suas pesquisas bibliograficas autores
que identificardo e quantificaram esse componente na baralna, devido a essa
informagéo tentamos refazer o teste em triplicada com concentracdes diferentes,

porém o resultado foi o mesmo.

5.2.4. ALCALOIDES

Ap6s uma purificacéo acido-base do extrato bruto, o mesmo foi submetido aos
testes de: Mayer (Branco), Bouchard (Marrom) e Dragendorff (Laranja), pois segundo
Barbosa (2001) quando essas solucdes entram em contato com o extrato, vao sofrer
precipitacdes em conjunto aos compostos nitrogenados como os alcaldides. Os
resultados foram positivos para todos os testes. Na figura 10 podemos verificar a
precipitagao.

Figura 10: (A)- teste de Dragendorff, (B) teste
de Bouchard e (C) teste de Mayer

A B C

Fonte: Autoria propria

Os alcaléides sdo compostos nitrogenados provenientes de aminoacidos
(“Alcaloides verdadeiros”) que geralmente estdo na sua forma basica, onde

apresentam caracteristicas biologicas diversas, que vao desde anestésicas como a
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morfina até microbiolégicas como alguns trabalhos apontam, € um dos metabdlitos
secundarios com maior importancia industrial, principalmente na area da saude
(SIMOES et. al., 2017).

Nas nossas pesquisar bibliograficas percebemos que poucos trabalhos
relatam ter identificado esses metabdlitos entre eles Chaves (2011) que através das
metodologias de Morita e Assumpcao (1972), Matos (1988), Costa (2000) e Simdes
(2004) chegou ao mesmo resultado.

5.3.DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Os compostos fendlicos ou polifendis nas plantas possuem diversos tipos de
atividades bioldgicas, como: atracdo de polinizadores, protecdo contra os raios UV,
insetos, bactérias entre outros, como também nos seres humanos, por exemplo, os
taninos e flavondides e sua capacidade antioxidante (Peres, 2018; Simdes et al.
2017).

Sendo assim a descoberta e quantificagéo destes compostos torna-se crucial,
devido as suas diversas capacidades bioldgicas com énfase na antimicrobiana, devido
ao que se pretende estudar neste trabalho.

Logo através da metodologia realizada por Chandra e Mejiia (2004) com
modificacdes feitas por Souza (2015), foi obtido uma concentragéo de 571 pg/mL de
polifendis totais, um pouco menor que a de Souza (2015) que obteve uma
concentracdo de 598,55 ug/mL na particdo realizada com etanol e maior que Lima
(2016) que quantificou 386,75 ug/mL deste grupo de biomoléculas na Baraiina com o
mesmo solvente e metodologia.

Vale apena salientar que os metabdlicos secundarios sdo produzidos em
relacdo ao ecossistema em que a planta estd inserida, assim como Peres (2018)
relata, logo um mesmo tipo de organismo pode apresentar concentracdes de alguns
componentes quimicos diferentes dependendo da localidade das plantas,

provavelmente foi o que ocorreu nos resultado relatados anteriormente.
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5.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Apés a preparacdo das amostras o0 extrato etandlico bruto da barauna foi
diluido e filtrado para ser entédo injetado no equipamento em modo isocrético, sendo a
fase movel acido acético 2% e metanol (60/40); foram observados seis picos no
cromatograma (figura 11) com tempos de reten¢des de: 2,97; 4,52; 5,61; 6,39; 7,61 e
8,73 minutos, através dos seguintes resultados foram utilizadas solu¢gbes padrbes de
compostos com concentragdes diferentes para a construgéo da curva de calibracéo.
Os picos com tempo de retencao 7,61 e 8,73 minutos nao foram identificados, porque
nao foi possivel a comparacdo com os padrdes disponiveis em nosso laboratério.
Ent&o, foram designados como componentes desconhecidos.

Inicialmente, as inje¢bes foram realizadas em modo gradiente seguindo a
metodologia proposta por Fernandes (2015), mas 0s primeiros cromatogramas sairam
com picos invertidos ou com muito ruido que comprometiam a identificacdo dos

compostos no extrato.

Figura 11. Cromatograma do extrato das folhas da Baralna

barsuna_isocratico_0.25_ 010813 #1 barauna_isocratico_0.25_ 010818 Uv_VviS_1

mAy WVL 270 nm

1-2.087

Acido Galico

100 Vanilina
1 Acido Caféico (Possivel identificagdo )
(Possivel identificagao )

Fonte: Dados da Pesquisa

5.3.1 IDENTIFICACAO E DETERMINACAO DO ACIDO GALICO

Assim como mencionado anteriormente o primeiro pico do extrato saiu por volta

de 2,97 minutos, bem proximo ao do padréo do acido galico (3,1 minutos), resultando
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em uma diferenca de 0,13 minutos. Dessa forma, foi confirmada a presenca do acido
galico no extrato etandlico bruto.

O acido galico € uma molécula proveniente do metabolismo secundéario das
plantas, pertencente ao grupo dos compostos fendlicos que por sua vez, segundo
Barbosa (2010): “Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula”. Na figura
12 temos a forma estrutural dessa molécula e dos seus derivados como galato de
metila, elucidada por Moreira (2009) através da técnica de RMN.

Figura 12: Formula estrutural do acido gélico
e o0s seus derivados

O O—p

HO

OH

Fonte: Moreira (2009)

O &cido galico e os seus derivados tém demonstrado diversas atividades
biolégicas, como inibir a cadeia respiratoria do parasita Trypanossomacruzi, possuir
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, e também apresentar toxicidade em
hepatdcitos de ratos (BARBOSA, 2010, p.13). Em alguns casos possui capacidade
antioxidante.

Os testes para quantificacdo foram feitos seguindo a metodologia onde foi
construida uma curva de calibracédo para calcular a concentracdo desse composto.

Foi obtido a concentracdo de 0,045 mg/mL de “acido galico” no extrato, alguns
autores como Moreira (2009) chegaram a isolar e identificar alguns componentes
quimicos da barauna entre eles o acido galico, porém néo quantifica a presenca desse
composto, ja Fernandes et. al (2015), através de outro método utilizado, quantificou
essa molécula obtendo uma concentragéo de 0,10 lg/mL. Ha bastante estudos sobre
a identificacdo do acido galico, porém poucos que se propdem a quantificar o que
torna importante a realizacdo dessa pesquisa.
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Esse resultado pode estar relacionado com o relatado anteriormente
(identificacdo qualitativa de taninos), pois 0s taninos hidrossoliveis sdo como
“polimeros de acidos galicos” que ao sofrer uma reacao de hidrolise liberam esta

molécula
5.3.2 IDENTIFICA(;AO DO ACIDO CAFEICO

O segundo pico saiu por volta dos 4,52 minutos enquanto o do padrao do
acido cafeico 4,59 minutos, ocasionando uma diferenca de 0,07 minutos de retencéao,
0 gque possivelmente pode nos dar um indicio que se trata das mesmas moléculas.

O 4cido caféico € um composto fendlico de relevante importancia, possuindo
duas hidroxilas na posicdo 3 e 4 no anel do &acido cindmico como a figura 13
demonstra, € bastante encontrado no tecido vegetal, sendo consumido pelos os
humanos e animais através da alimentacéo (vegetais, vinho, azeite de oliva, café entre
outros). J& foi constado diversas propriedades biolégicas desse &cido entre elas:
antioxidante, antitrombose, anti-hipertensivo, antifibrético, antiviral, anti-tumora.
(ARAUJO, 2017, P.09)

Figura 13: Forma estrutural do &cido caféico

0

HO
= OH

HO
Fonte: Moreira (2009)
Na revisdo sistematica realizada, ndo foram encontradas evidénciasda sua

identificacdo ou quantificacdo na Schinopsis brasiliensis Engl, o que impede afirmar a

presenca do referido composto no momento.
5.3.3 IDENTIFICACAO DA VANILINA

O terceiro composto, possivelmente vanilina, foi detectado devido ao tempo de

retencdo da sua solugao padrao, que ocorreu por volta dos 6,13 minutos, enquanto
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no extrato bruto 6,39 minutos, ocasionando uma diferenca de 0,26 minutos por ser
bem proximo consideramos que possivelmente trata-se dessa molécula.

A vanilina ou a 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido €& considerado um dos
compostos aromaticos mais apreciados no mundo devido ao seu aroma de baunilha,
sendo um flavorizante importante para alimentos, bebidas e produtos farmacéuticos.
Alguns estudos confirmam a atividades biolégicas dessa molécula, como:
antimutagénico, antioxidante, conservante e antimicrobiano. Essa molécula é
principalmente obtida da planta Vanilla planifélia, porém é encontrada em outros
organismos vegetais (DAUGSCH E PASTORE 2005, p.642).

Apesar da sua importancia industrial a vanilina € pouco estudada e
quantificada, assim como ocorreu com o &cido caféico ndo foram encontrados estudos

de identificacéo ou quantificacdo deste composto na Schinopsis brasiliensis Engl.

5.4. TESTE DE PLACA MULTIPOCOS

Devido aos dados coletados nos experimentos e nas pesquisas bibliograficas,
consideramos 0 acido galico o componente majoritario da Barauna. Por isso foi
utilizado o mesmo nos testes microbioldgicos, para verificacdo do seu desempenho
em relacdo aos microrganismos utilizados e com isso verificar se a atividade
antimicrobiana desta planta esta atribuida a essa molécula. A avaliacdo do antibiético
puro ocorreu para termos uma pequena amostra dos medicamentos disponibilizados
no mercado, sendo a sua mistura com extrato um sistema para avaliacdo do

sinergismo desses dois componentes, assim como demonstrado na tabela 3.

Tabela 3. Resultado do teste microbioldgico do extrato bruto e de substancias adicionais

MICRORGANISMOS CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA pg/mL
ANTIBIOTICO EXTRATO + EXTRATO ACIDO
(Amoxicilina)  ANTIBIOTICO BRUTO GALICO
(Barauna)
Klebsiella
pneumonia 25 800 1600 100
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Bacillus subtillis - 800 800 50

Samonella sp. 50 1.600 1600 200

Escherichia coli 25 800 1600 100

Fonte: Dados da Pesquisa

O &cido galico puro foi a substancia com menor concentracgdo inibitéria minima
contra a Klebsiella pneumoniae (exceto o antibiético). O extrato bruto conseguiu inibir
na concentracdo de 1600 pg/mL, e em 800 pg/mL em associagcdo com antibiético que
apesar de uma inibicdo minima maior que o padrdo de acido galico (100 pg/mL),
alguns fatores de interferentes podem estar ocorrendo, neste tipo de extracdo outros
componentes quimicos como: as clorofilas, lipidios, proteinas entre outros, também
fazem parte do extrato bruto, logo o padréo de acido galico estando na sua forma pura
€ esperado um melhor resultado que o extrato etandlico bruto da barauna, devido a
presenca de outros componentes quimicos que interferem aumentando a
concentracdo minima inibitéria.

A Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo que pode ser encontrado
em locais como agua, solo, plantas e esgoto. Apresenta resisténcia a antimicrobianos,
sendo um problema de saude publica e motivo de preocupacdo em todos os campos
da salude (MOREIRA; FREIRE, 2013).

E uma bactéria responsavel pela producdo de uma enzima denominada
carbapenemase, que confere resisténcia aos antibidticos da classe dos
carbapenémicos: meropenem, ertapenem e imipenem (CUNHA, 2014). Tal enzima
ndo € restrita a uma espécie bacteriana, podendo ser sintetizada também por
Enterobactercloacae e Pseudomonas spp., por exemplo (SEIBERT et al., 2014).
Devido aos fatores mencionados anteriormente, a K. pneumoniae € considerado um
microorganismo gue necessita de fontes alternativas no tratamento.

Alguns estudos com o extrato bruto etandlico da S. brasiliensis Engl. indicam

a presenca de atividades microbiolégica, assim como Machado (2012) que através da
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metodologia de difusdo em meio sélido com disco e cavidades em placas conseguiu
halos de inibicdo de 24 e 23 mm respectivamente.

A menor concentracdo minima inibitoria foi contra o Bacillus subtillis tanto do
extrato sozinho quanto misturado com antibioético mostrou a mesma concentra¢do 800
ug/mL, enquanto para o acido galico apresentou 50 pg/mL. Esse desempenho pode
ser justificado devido a composicédo quimica da barauna, onde segundo Fernandes
(2015) o é&cido galico € o seu componente majoritario e com propriedades
microbiolégicas, logo é esperado que essa atividade bioldgica foi originada por esse
componente.

A Bacillus subtillis € uma bactéria aerébica facultativa gram-positiva, podendo
ser frequentemente encontrada no solo (GARCIA, 2008). E utilizada para o biocontrole
principalmente de enfermidades de plantas, assim como também para aumentar a
produtividade de culturas, promovendo o crescimento de vegetais ocasionado pelo
aumento da fixacao de nitrogénio, sintese de fitormdnios e melhoria das condi¢cdes do
solo. Consideradas bactérias antagbnicas, agem significativamente por antibiose,
produzindo grande variedade de metobdlitos antifungicos (FILHO et al., 2010). Até o
momento, apenas Santos (2018) através de outra metodologia testou este
microrganismo.

Na Samonella sp, a concentragéo inibitéria minima foi de 1600 pg/mL, tanto
no extrato bruto + antibiético quanto no antibiético puro, por outro lado o acido gélico
apresentou uma concentracdo de 200 pg/mL, esse resultado foi importante devido
principalmente a Samonella sp pertencer a um grupo de bactérias que tendem a ser
patogénicas. Até agora, ndao foram encontrados estudos que relatassem a interacao
da Schinopsis brasiliensis Engl. com esses microrganismos.

Para a Escherichia coli foi obtido uma concentracao inibitéria minima de 1600
pg/mL no extrato bruto, 800 pug/mL para o extrato bruto + antibiético, e 100 pg/mLcom
acido gélico, esses resultados demonstram ser importantes devido a E. coli ser uma
bactéria patogénica (SAMEGIMA, 2008).

Entre as décadas de 40 e 50 foram descritas cepas de E. coli causadoras de
diarréia tanto no homem quanto em outros animais, como boi, ovelha e cachorros.
Tais cepas que induzem diarréia foram inicialmente nomeadas como E. coli enterro

patogénicas (EPEC). No entanto, estudos posteriores possibilitaram que as mesmas
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fossem agrupadas em diferentes classes de acordo com seus mecanismos de
infeccédo e fatores de viruléncia (ALMEIDA, 2013).

Na Barauna alguns estudos como o de Souza (2015) relataram uma
concentragdo inibitéria minima de 250 pg/mL na particio em etanol, vale apena
salientar que nestas particbes sao utilizados varios tipos de solventes de polaridade
diferenciadas, tornando algumas fases mais “limpas” devido ao acumulo de
componentes nas fases anteriores.

Na atividade sinérgica entre o antibiético (amoxicilina) e o extrato bruto da
Barauna foi obtido CIF igual a 32 em todos os microrganismos com excecao do B.
subtillis que ndo houve a inibicdo do antibidtico e consequentemente nao foi possivel
calcular este resultado. Segundo a metodologia de Mackay et al. (2000) os resultados
foram antagonicos. Isso pode ter ocorrido devido ao extrato bruto ter precipitado
guando entrou em contato com o antibiotico, devido aos inidmeros componentes
guimicos presentes no mesmo nao foi possivel apontar qual componente foi
responsavel devido a quantidade de componentes quimicos encontrados nos extratos
de plantas, logo é necessario a purificacdo do extrato para a realizacdo de outros

métodos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos testes qualitativos fitoquimicos conseguimos constatar a
presenca de diversos metabdlitos secundérios como: taninos, fendis, flavonadis,
flavononas, flavonoides, flavonas, xantonas e alcal6ides.

Com a utilizacdo do espectrofotdmetro e do método citado anteriormente, foi
possivel determinar a concentracdo de polifendis totais, onde foi obtida uma
concentracéo de 571 pg/mL destes compostos.

Com a cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC-UV, foi identificado e
determinado a concentracédo do acido galico, e possivel presenca de acido caféico e
vanilina no extrato etanolico bruto da Schinopsis brasiliensis Engl.

O resultado do teste microbiol6gico demonstrou ser bastante promissor para
a proposta da pesquisa, a barauna obteve inibicdo contra todos 0s microrganismos
testados, porém a atividade sinérgica deve ser reconsiderada devido a precipitacédo

dos dois compostos.
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