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RESUMO

O Brasil abriga 55 mil espécies de plantas, aproximadamente um quarto de
todas as espécies conhecidas. Destas, 10 mil podem ser medicinais,
aromaticas ou apresentam outras utilizacées. Dentre as plantas que compdem
a rica flora brasileira, destacam-se as “madeiras de lei” que tém grande
utilidade, devido sua resisténcia fisica, além disso, seus constituintes quimicos
podem funcionar como inseticidas botanicos ou serem utilizados na medicina
por apresentarem atividade antimicrobiana. Dentre as madeiras de lei, pode-se
destacar espécies do género Manilkara, pertencentes a familia Sapotaceae e a
fim de contribuir para o conhecimento fitoquimico desse género e obter novas
substancias biologicamente ativas, foi escolhida para este trabalho a espécie
Manilkara huberi (Ducke) A. Chev. (magaranduba) por ndo existirem trabalhos
publicados com o cerne desta planta. O cerne triturado de Manilkara huberi foi
submetido a extragdes sucessivas com metanol, cicloexano e acetato de etila.
Com esses extratos, foi realizado o ensaio da atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em disco de papel. O extrato mais ativo (cicloexano) foi
submetido a fracionamento cromatografico, as fragbes obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e em seguida
analisadas por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas
(CG - MS). Os extratos cicloexano e acetato de etila apresentaram-se ativos
contra bactérias Gram-positivas, alcool-acido-resistente e contra a levedura
testada. O extrato metandlico nao foi ativo contra os microrganismos testados e
nenhum dos extratos apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias
Gram-negativas. O resultado da abordagem fitoquimica realizada para
determinagao das principais classes de compostos presentes na planta revelou
a presenga de saponinas, flavonoides, esterdides e triterpendides. Foram
identificados 12 compostos no cerne de Manilkara huberi: acido hexadecandico
(composto MH;), &cido dodecandico (MH;), acido decandico (MHs),
hexadecanoato de metila (MH4), hexanoato de benzila (MHs), benzoato de
benzila (MHs), benzoato de 2-metilfenila (MH7), 2-fenil dodecano (MHzs), 4-fenil
dodecano (MHg), benzaldeido (MHio), 2,4-undecadienal (MHi;) e alcool
benzilico (MH12).



ABSTRACT

Brazil shelters fifty five thousand species of plants, approximately one quarter of
all known species. About ten thousand from these could be medicinal,
aromatical and useful. Amongst the plants that compose the rich Brazilian flora,
one can highlight timbers, which have great utility because of it's physical
resistance and moreover their chemical constituents which can function as
botanical insecticidals or be used in medicine. Amongst timbers, the Manilkara
genus, which belongs to the Sapotaceae family, can be cited. In order to
contribute to the phytochemical knowledge of this genus and to obtain new
biologicaly active agents, the species Manilkara huberi (Ducke) A. Chev
(macaranduba) was chosen for this work, as there are no work published on the
heartwood of this plant. The phytochemical screening of the main compound
classes present in the plant detected the presence of saponins, flavonoids,
steroids and triterpenoids. The triturated heartwood of Manilkara huberi was
submitted to successive extractions with methanol, ciclohexane and ethyl
acetate. With these extracts, the antimicrobial activity assay was carried out
using the paper disk diffusion method. The ciclohexane and ethyl acetate
extracts were active against Gram-positive, acid-alcohol-resistant bacteria and
against the yeast tested. The methanolic extract was not active against the
tested microorganisms and none of the extracts presented antimicrobial activity
against Gram-negative bacteria. The most active extract (ciclohexane) was
submitted to chromatographic fractionative and the obtained fractions were
analyzed by thin layer chromatography (TLC) and by gas chromatography
connected to a mass spectrometer (GC - MS). Twelve compounds was
identified: hexadecanoic acid (compound MH;), dodecanoic acid (MH),
decanoic acid (MH3), methyl hexadecanoate (MH4), benzyl hexanoate (MHs),
benzyl benzoate (MHg), o-tolyl benzoate (MH;), 2-phenyl dodecane (MHg), 4-
phenyl dodecane (MHg), benzaldehyde (MH1o), 2,4-undecadienal (MH41) and
benzyl alcohol (MH12).
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1- INTRODUCAO

O Brasil possui uma area territorial extensa de 8,5 milhdes de
quildbmetros quadrados e varios tipos de biomas (Mata Atlantica, Cerrado,
Pantanal, Floresta Amazbnica e Caatinga), apresentando uma grande
diversidade de solos e climas que favorece a riqueza e diversidade de flora e
fauna, distribuida nos diversos ecossistemas brasileiros (DIAS, 1995).

O Brasil abriga 55 mil espécies de plantas, aproximadamente um
quarto de todas as espécies conhecidas no mundo. Destas, 10 mil podem ser
medicinais, aromaticas ou podem apresentar outras utilizacbes (BARATA;
QUEIROZ, 1995).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 80% da populagao
mundial depende da medicina tradicional para suas necessidades basicas de
saude e que quase 85% da medicina tradicional envolve o uso de plantas
medicinais, seus extratos vegetais e/ou seus principios ativos (IUCN, 1993).

O interesse pelos produtos naturais tem origem em fatores
comportamentais, biolégicos, farmacoldgicos, biotecnoldgicos e quimicos que
produziram uma mudanga na estratégia das empresas, que passaram a visar o
mercado dos produtos originados de plantas. A literatura especializada tem
mostrado que esta guinada em diregao aos produtos naturais se inspira em
grande medida nas florestas tropicais do Brasil, China e india. Esses paises
s&o considerados verdadeiros mananciais de moléculas bioativas (BARATA;
QUEIROZ, 1995).

O uso de plantas medicinais € uma pratica comum no pais, a qual tem
sido transmitida de geracdo em geracgao e é realizada por meio do extrativismo.
Tem sua origem na cultura dos diversos grupos indigenas que habitavam o
pais, misturada, ainda, com as tradigdes de uso dos europeus e africanos que
chegaram posteriormente e constitui a atual farmacopéia local, despertando
grandes interesses nacionais e internacionais pelo potencial terapéutico e
econdmico que representa (SIMOES et al., 1998; BERG, 1993).



A utilizacdo e comercializagdo de plantas medicinais tém sido
estimuladas, em parte, pela crescente demanda da industria por novas fontes
naturais de medicamentos e, por outro lado, devido aos efeitos colaterais
causados pelos farmacos sintéticos. Os medicamentos de origem vegetal, em
muitos casos, representam o unico tipo de farmaco, especialmente nos lugares
mais isolados e distantes e como resposta aos problemas imediatos de saude
(BERG, 1993; DEFILIPPS, 2001).

O impacto da Quimica de Produtos Naturais no processo de
desenvolvimento de novos farmacos nas Uultimas duas décadas é
inquestionavel: estima-se que cerca de 40% dos novos farmacos aprovados
nesse periodo tenham a sua origem em algum produto natural e o numero de
novos produtos naturais com atividade biolégica apresenta crescimento
continuo (HIRUMA-LIMA, 1998).

O uso terapéutico de produtos naturais, especialmente os derivados de
plantas € devido aos altos custos de producdo dos medicamentos sintéticos, a
existéncia de estudos cientificos para alguns produtos fitoterapicos
comprovando sua eficacia clinica e seguranga e a grande porcentagem da
populacdo mundial que ndo tem acesso aos medicamentos resultantes de
sintese farmacoldgica (HIRUMA-LIMA, 1998).

Estes fatores somados ao limitado efeito dos medicamentos sintéticos
em doencgas crénicas tém estimulado a pesquisa de plantas medicinais como
alternativa terapéutica com resultados bastante satisfatorios (HIRUMA-LIMA,
1998). Muitas plantas, freqlientemente, utilizadas por populagdes locais ainda
nao foram estudadas, nem seus principios ativos foram identificados para
valida-las como medicamentos ou para aproveita-las economicamente (BERG,
1993).

Ainda assim, muitas plantas sao utilizadas e comercializadas no mundo
e o Brasil revela-se como um importante e potencial provedor de um recurso
tdo valioso como as plantas medicinais. Como exemplos de plantas valiosas do
Brasil pode-se citar a casca danta (Drimys brasiliensis) com propriedades
estomaticas, a quina (Cinchona calisaya) utilizada na cura da malaria, a
ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha) utilizada para tratar diarréias, disenteria

amebiana, catarros crénicos, hemorragias e asmas, a sapucainha (Carpotroche



brasiliensis) com efeitos antiinflamatérios comprovados cientificamente e o éleo
extraido de suas sementes que é empregado no tratamento de lepra
(CARRARA, 1995).

Dentre as arvores que compdem a rica flora brasileira, destacam-se as
chamadas “madeiras de lei” que tém grande utilidade, devido sua resisténcia
fisica. Diversas espécies mostraram-se adequadas para usos em construgao
leve (estruturas leves, assoalhos, tacos, divisorias, paredes etc.), enquanto
outras podem ser empregadas na construgdo pesada (pontes, dormentes,
pilares, carroceria de veiculos etc.), na fabricacdo de embalagens (caixas e
engradados), em moveis e obras gerais de carpintaria, marcenaria e
acabamentos, para artigos esportivos, moveis artesanais e construgdo naval
(INPA/CPPF, 1991; IBDF/LPF, 1981). Além desses usos, o0s constituintes
quimicos das madeiras de lei podem funcionar como inseticidas naturais ou
apresentar atividade biologica, sendo consequentemente utilizados na
medicina popular.

Dentre as madeiras de lei, pode-se destacar espécies do género
Manilkara, pertencentes a familia Sapotaceae e a fim de contribuir para o
conhecimento fitoquimico desse género e obter novos agentes biologicamente
ativos, foi escolhida a espécie Manilkara huberi (Ducke) A. Chev. por nao

existirem relatos cientificos sobre o cerne desta planta.
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2- OBJETIVOS

2.1- Geral

Contribuir para a quimica de produtos naturais na busca de

constituintes quimicos biologicamente ativos de madeiras de lei.

2.2- Especificos

e Preparar os extratos brutos com os solventes organicos metanol,

acetato de etila e cicloexano.

e Realizar testes de atividade antimicrobiana dos extratos brutos e dos

seus constituintes isolados e purificados.

e |solar os constituintes quimicos dos extratos de Manilkara huberi.

e |dentificar por espectrometria de massas os compostos purificados.
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3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Familia Sapotaceae

A familia Sapotaceae é constituida por plantas arboreas e arbustivas
com aproximadamente 52 géneros e cerca de 1.100 espécies que ocorrem nas
regides neotropicais do mundo (MONTEIRO & ANDREATA, 2005). No Brasil
ocorrem 11 géneros: Chromolucuma, Chrysophyllum, Diploon, Ecclinusa,
Elaeoluma, Manilkara, Micropholis, Pouteria, Pradosia, Sarcaulus, Sideroxylon,
entre nativos e cultivados e cerca de 215 espécies. Aproximadamente 25% das
arvores da Floresta Amazbnica correspondem a espécies da familia
Sapotaceae (MONTEIRO & ANDREATA, 2005; KUKACHKA & MADISON,
1981).

A relagao de espécies baseou-se no levantamento realizado com base
na botanica e farmacologia, bem como bases de dados disponiveis. Do elenco
estudado, 60 espécies sao citadas por pelo menos uma aplicagao, sendo que a
maioria das espécies (42%) produz frutos comestiveis, por exemplo,
Chrysophyllum eximium, Ecclinusa guianensis, Manilkara dardanoi e Pouteria
multiflora que podem ser consumidos pelas comunidades locais (MONTEIRO &
ANDREATA, 2005).

Os frutos produzidos por algumas espécies podem ser utilizados no
preparo de bebidas, como por exemplo, os frutos de Pouteria pariry
(popularmente conhecida como "frutdo") ou usados na preparagdo de
compotas (Pouteria sapota, popularmente conhecida como "sapota"). Além
disso, alguns frutos sao comercializados em mercados, como os conhecidos
"sapoti" (Manilkara zapota), "massaranduba vermelha" (Mimusops elata) e o
"abiu" (Pouteria caimito), entre outros (MONTEIRO & ANDREATA, 2005).

Com relagdo aos demais usos, o levantamento realizado indicou que
as sapotaceas (28%) sao fornecedoras de madeira de boa qualidade, por
exemplo, a espécie Chrysophyllum marginatum usada para diferentes fins. As
sapotaceas também s&o utilizadas na medicina popular (15%), no tratamento

de diarréia, febre



(Chrysophyllum cainito, "caimiteiro") e dores musculares (Manilkara zapota). O
latex € empregado (10%) na produgéo de goma comercial e "balata" (Manilkara
bidentata, "balata-verdadeira"). Ha, ainda, outros usos (5%) menos frequentes,
como por exemplo, o de ornamentais (Mimusops coriacea, "abricoteiro-do-
mato” e algumas espécies de Chrysophyllum), ou ainda como matéria-prima da
especiaria canistel (Pouteria macrophylla) (MONTEIRO & ANDREATA, 2005).
Algumas espécies foram indicadas para todas as categorias de uso
mais frequentes, como por exemplo: Manilkara huberi ("massaranduba
verdadeira") e Micropholis rugosum (MONTEIRO & ANDREATA, 2005).

3.1.1- Compostos encontrados na familia Sapotaceae

As seguintes classes de compostos sdo encontradas na familia

Sapotaceae:

a) Triterpenos — a familia Sapotaceae é uma rica fonte de triterpenos
pentaciclicos baseados nos nucleos do oleanano, ursano (Figura 1) e lupano
(Figura 2) (PENNINGTON, 1991).

Figura 1: Esqueleto dos triterpenos oleanano (Ry = H, R, = CHs) e
ursano (R = CHs, Rx = H)



Figura 2: Esqueleto do triterpeno lupano
b) Alcaldides — a familia Sapotaceae nao produz alcaléides em grande escala.
H4, entretanto, alguns registros de alcaldides pirrolizidinicos encontrados nos
géneros Pouteria e Mimusops, por exemplo, a laburnina (Figura 3)

(PENNINGTON, 1991).

CH20H

Figura 3: Esqueleto do alcaldide laburnina

c) Poliisoprenos — a familia Sapotaceae € a maior fonte de alguns polimeros de
isopreno, dentre eles, a guta-percha (Figura 4) (PENNINGTON, 1991).

CHa CH: —
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Figura 4: Esqueleto do poliisopreno guta-percha



d) Compostos fendlicos — a analise fitoquimica de folhas revelou a presencga de
trés flavonodis: miricetina, quercetina e campferol (Figuras 5, 6 e 7
respectivamente). Tém sido constatadas também a presenca de taninos
condensados e hidrolisaveis em espécies da familia Sapotaceae
(PENNINGTON, 1991).
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Figura 5: Estrutura da miricetina Figura 6: Estrutura da

quercetina
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Figura 7: Estrutura do campferol

3.2- Género Manilkara

O género Manilkara foi descrito por Adanson em 1763, entretanto, em
1753, ja havia sido descrito por Linneaus como Mimusops.

Dubard, em 1915, descreveu a primeira espécie (origem asiatica)
atribuida ao género Manilkara denominada Manilkara kauki (L.) Dub. Os
géneros Mimusops e Manilkara foram alvos de muitas discussbdes devido as

suas relativas



semelhangas, mas estabeleceu-se que as espécies americanas que eram
atribuidas ao género Mimusops pertenceriam ao género Manilkara enquanto o
género Mimusops restringiu-se a Africa e Asia (KUKACHKA & MADISON,
1981).

Manilkara €&, provavelmente, o mais importante género da familia
Sapotaceae, sendo macaranduba o nome classicamente atribuido as suas
espécies (CORREA, 1984; KUKACHKA & MADISON, 1981).

Na regido Neotropical encontram-se 30 espécies do género Manilkara,
sendo que a maioria esta localizada na Amazdnia brasileira. As madeiras
desse grupo sao muito valiosas no mercado por apresentarem alta densidade e
uma grande resisténcia ao ataque de fungos apodrecedores de madeira e
cupins (GOMES, 1998).

3.3- Manilkara huberi (Ducke) A. Chev.

Dentre as espécies do género, Manilkara huberi é a mais conhecida. E
a verdadeira macaranduba. Outras variagbes do seu nome vulgar sao:
macaranduba amarela, macaranduba de leite, macaranduba mansa,

macaranduba preta, magaranduba verdadeira e paraju (EMBRAPA, 2004).

3.3.1- Descricao da arvore

Dentre as arvores da regiao Amazdnica, a Manilkara huberi (Figura
8), € uma das que atingem maior porte, freqientemente 30 a 40 m e algumas
vezes até 50 m de altura, com diametro entre 60 e 120 cm, possui fuste reto,

geralmente aproveitavel desde a base (INPA, 1991).



Figura 8: Manilkara huberi

Fonte: http://www.cdpara.pa.qgov.br/faueflo/macarana.html

3.3.2- Caracteristicas da madeira

A madeira de Manilkara huberi apresenta cerne vermelho-arroxeado,
com tendéncia a se tornar vermelho-escuro com o tempo, distinto do alburno
que é castanho-claro; apresenta textura fina e uniforme, brilho médio, gra
usualmente direita, ou seja, seus elementos se dispdéem paralelos ao eixo do
tronco; o cheiro e o gosto sao imperceptiveis (INPA, 1991).

E uma madeira muito pesada (densidade 1,04 g/cm®) que apresenta
alta retratibilidade volumétrica, resisténcia mecanica de média a alta e possui
alta durabilidade natural (INPA, 1991).

Nos ensaios em laboratério frente a fungos degradadores de madeiras,
Manilkara huberi apresentou alta resisténcia a Lenzites trabea, Pycnoporus
sanguineus e Polyporus fumosus. Em testes de laboratério, o cerne mostrou-se
altamente resistente ao ataque de cupins Nasutitermes sp (INPA, 1991). A

Figura 9 mostra uma tora de Manilkara huberi.



Figura 9: Tora de Manilkara huberi

Fonte:

http://mapara.inpa.gov.br/madeira/bra/images.idc?ldMadeira=31

3.3.3- Regido de ocorréncia

Manilkara huberi encontra-se na regido Amazoénica, principalmente na
mata pluvial de terra firme, também ocorre no sul da Venezuela e Guianas
(LORENZI, 1949). A Figura 10 mostra a distribuicdo geografica de Manilkara

huberi.

Distribuicdo geogréfica

Distribuicdo de Manilkara
huberi. Ocorre somente
em mata de terra firme
{mata nao alagada).

M. bidentata:
ssp. bidentata
S8p. sUrinamensis

Distribuicao das outras
espécies arbdreas de
Manilkara na regido §
amazdnica. M. inundata X
e M. excelsa ocorrem em 1
mata alagada (varzea)

M. paraensis

M. excelsa M. cavalcantei I

Figura 10: Distribuigdo geografica de Manilkara huberi

M. inundata

| &

Fonte:
http://dendro.cnptia.embrapa.br/Agencia/AG01/arvore/AG01 73 30920041181
4 .html




3.3.4- Indicacbes de usos

A madeira de Manilkara huberi é indicada para construgdes civis
externas como estruturas de pontes, moirdes, postes, estacas, dormentes,
partes internas em construcdo civii como molduras, tacos e tabuas de
assoalho, vigas, ripas, barcos ou batentes de portas e janelas; obras
hidraulicas, etc (INPA, 1991).

3.3.5- Posicao taxondmica de Manilkara huberi

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Ebenales
Familia Sapotaceae
Género Manilkara

Espécie Manilkara huberi

3.4- Madeiras

3.4.1- Caracterizacao

Em termos genéricos, todas as madeiras possuem em comum as

seguintes caracteristicas:

a) O tronco da arvore possui 0os elementos constituintes com arranjos

predominantemente verticais e simétricos na diregao radial;

b) Os principais componentes da estrutura celular e a composigéo

quimica das células séo a celulose, carboidratos nao celulésicos e lignina;



c) Sao anisotropicas, isto €, possuem diferentes propriedades fisicas
quanto as variagdes dimensionais nas trés diregbes espaciais (radial,

tangencial e axial);

d) Sao higroscopicas, isto €, o teor de umidade varia de acordo com a

umidade e temperatura atmosféricas;

e) Sao susceptiveis ao ataque de organismos xiléfagos e também sao
inflamaveis, especialmente quando secas (PANSHIN & ZEEUW, 1970).

3.4.2- Taxonomia

De modo muito resumido, quanto a taxonomia ou classificacdo
botanica, as madeiras podem ser do grupo das Gimnospermas, usualmente
chamadas de coniferas, resinosas, ndo porosas e do grupo das Angiospermas,
usualmente chamadas de folhosas, porosas. Segundo Panshin & Zeeuw
(1970), ambos os termos tém origem no grego e significam vegetais com
sementes “nuas” para as Gimnospermas (gimno = nu; sperma = semente) e
vegetais com sementes “encapsuladas” para as Angiospermas (angio =
capsula; sperma = semente).

As Angiospermas sao vegetais superiores que, de modo geral,
produzem flores, € um dos maiores grupos de plantas do mundo e € o que
domina a flora terrestre, sendo composto por cerca de 344 familias e mais de
200.000 especies (JOLY, 1979).

3.4.3- Estrutura anatdbmica

A madeira, quanto a estrutura anatdmica macroscopica, € um
organismo heterogéneo formado por um conjunto de células com propriedades
especificas para desempenhar as fungdes vitais de crescimento, conducao de

agua,



transformagao, armazenamento, condugao de substancias nutritivas e
sustentagao do vegetal (PANSHIN & ZEEUW, 1970).

O cerne do tronco de uma arvore, geralmente, distingue-se por sua
coloracdo mais escura. Esta coloracdo € devido a causa fisiolégica, pois a
medida que a madeira envelhece, suas células perdem suas fungdes vitais,
sobrevindo a deposi¢cdo de taninos, gorduras, resinas, carboidratos e outras
substancias, fazendo com que possua uma constituicdo mais compacta, menos
arejada e com menos substancias nutritivas, conferindo-lhe maior resisténcia
mecanica e ao ataque de organismos xil6fagos (RICHTER & BURGER, 1978;
LEPAGE et al., 1986).

A resisténcia do cerne é conferida aos extrativos que se distribuem
homogeneamente pela arvore, sendo maior nas partes externas do cerne e
proximo a base da arvore, diminuindo em direcido a medula e ao topo
(CARBALLEIRA & MILANO, 1986).

O alburno é a parte ativa do tronco, sendo que suas células possuem
grande quantidade de agua e substancias nutritivas, além de menor quantidade
de impregnacgdes enrigecedoras. Isto lhe confere menor resisténcia mecanica e
também menor resisténcia bioldgica ao ataque de organismos xil6fagos
(RICHTER & BURGER, 1978; LEPAGE et al., 1986).

Na Figura 11 encontra-se um corte transversal de uma madeira

mostrando o alburno e cerne.

Figura 11: Alburno e cerne em corte transversal

Fonte:
http://www.madeira.ufpr.br/lUmbertoKlock/intrtecnologia/notasdeaula/caracteristicas

gerais.htm




3.4.4- Composic¢ao quimica

Quanto a composicdo quimica, a madeira é um biopolimero
tridimensional composto principalmente de celulose, hemicelulose e lignina. A
celulose, o principal componente da madeira, quimicamente € definida como
um carboidrato complexo, polissacarideo, insoluvel em agua e formado por
grandes cadeias de moléculas de glicose. Estes polimeros formam a parede
celular da madeira e sao responsaveis pela maioria das suas propriedades
fisicas, quimicas e mecanicas (LEPAGE et al., 1986).

De forma simplificada pode-se dizer que a celulose forma um esqueleto
imerso numa matriz de hemiceluloses e lignina, que é o material aglutinante. O
menor elemento constituinte do esqueleto celuldsico é considerado por muitos
autores como sendo a fibrila elementar. Esta fibrila € formada por um feixe
paralelo de 36 moléculas de celulose ligadas entre si por meio de pontes de
hidrogénio. As fibrilas, também chamadas de micelas, s&do agregadas em
unidades maiores chamadas microfibrilas, visiveis em microscépio eletrénico.
As microfibrilas sdo combinadas em macrofibrilas e lamelas (paredes primaria
e secundaria da célula). Moléculas desordenadas de celulose, bem como de
lignina e hemiceluloses estdo localizadas nos espagos entre as microfibrilas
(EATON & HALE, 1993).

As hemiceluloses sao consideradas amorfas, embora sejam
aparentemente orientadas na mesma direcdo das microfibrilas de celulose
(EATON & HALE, 1993).

A lignina é definida como um polimero tridimensional complexo, de
elevado peso molecular, amorfo, que trabalha como material incrustante em
torno das microfibrilas, conferindo rigidez as paredes celulares dos elementos
anatomicos, tornando-as resistentes a solicitagcdes mecanicas (EATON &
HALE, 1993). Esses elementos constituem a parede celular de uma fibra, ou
célula, de madeira (LEPAGE et al., 1986).

Consideradas constituintes secundarios, diversas substancias podem
ser extraidas da madeira por intermédio da agua, de solventes organicos ou
por volatilizacdo, sdo os extrativos, que abrangem taninos, 6leos, gomas,

resinas, corantes, sais de acidos organicos, compostos aromaticos,



depositados preponderantemente no cerne, conferindo-lhe coloragdo mais
acentuada e maior densidade (HELLMEISTER, 1983).

Segundo Richter & Burger (1978), a presenca de substancias especiais
nas células tais como silica, alcaldides e taninos, normalmente de ocorréncia
mais acentuada no cerne dos troncos, aumenta a durabilidade natural da
madeira devido a agao tdoxica que frequentemente apresentam sobre os
agentes xiléfagos. A silica confere acentuada resisténcia natural as madeiras
utilizadas em contato com a agua do mar, que é considerada a condicdo de
uso mais drastica e severa.

A composi¢cdo quimica elementar da madeira varia pouco com a
especie, tanto € que se pode admitir que a madeira contenha: 49 a 50% de
carbono; 6% de hidrogénio; 44% de oxigénio e 0,1 a 0,5% de nitrogénio
(BRITO & BARRICHELO, 1981).

No entanto, as madeiras podem apresentar teores muito variaveis de
materiais minerais (Ca, Mg, Na, K, Fe, Si, P, S, etc), os quais estdo presentes
em quantidades menos expressivas. Se a composicdo quimica elementar da
madeira é sensivelmente constante, o mesmo ndo ocorre com seus
constituintes quimicos, que sao bastante variaveis: lignina - 22 a 40%; celulose
— 30 a 50%; pentosanas — 9 a 28%; mananas e galactanas — 0 a 12% e
extrativos — 0,2 a 20% (BRITO & BARRICHELO, 1981).

3.5- Alelopatia

A alelopatia é definida como qualquer efeito direto ou indireto, benéfico
ou prejudicial, de uma planta ou de microrganismos sobre outra planta,
mediante produ¢cdo de compostos quimicos que sao liberados no ambiente
(RICE, 1984).

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem
substancias quimicas com propriedades alelopaticas que afetam ou néo
algumas espécies de plantas (especificidade). Tais substancias séao
encontradas distribuidas em concentragcbdes variadas nas diferentes partes da
planta e durante o seu ciclo de vida (periodicidade) (CARVALHO, 1993).



Quando essas substancias sao liberadas em quantidades suficientes,
causam efeitos alelopaticos que podem ser observados na germinagédo, no
crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas ja estabelecidas e, ainda, no
desenvolvimento de microrganismos (CARVALHO, 1993).

Os efeitos alelopaticos dependem dos aleloquimicos liberados no
ambiente pelas plantas doadoras. Dessa forma, a alelopatia distingue-se da
competi¢cdo, pois essa envolve a redugcdo ou a retirada de algum fator do
ambiente, necessario a outra planta no mesmo ecossistema, tal como agua, luz
e nutrientes (RICE, 1984).

As substancias alelopaticas liberadas por uma planta poderao afetar o
crescimento, prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo inibir a
germinagcdo das sementes de outras espécies vegetais (SILVA, 1978). De
acordo com Whittaker & Feeny (1971), os efeitos alelopaticos de uma planta
sao aceitos desde que sejam comprovados:

(a) que um inibidor quimico efetivo esteja sendo produzido e ocorra
numa concentragao potencialmente efetiva no solo,

(b) que a inibigdo nao seja por efeito de competicdo da planta por luz,
agua e nutrientes, nem por uma atividade animal.

Rice (1984) relata que, entre os agentes alelopaticos, existem mais de
300 compostos secundarios vegetais e microbiolégicos pertencentes a muitas
classes de produtos quimicos. Varios tipos de compostos orgénicos foram
identificados como aleloquimicos, produzidos por microrganismos ou plantas
superiores, podendo ser relacionados como principais os seguintes:

« Acidos organicos soltveis em agua, alcoois de cadeia reta, aldeidos e
cetonas; acidos citrico, malico, acético e butirico; metanol, etanol e acetaldeido;

* Lactonas insaturadas simples;

« Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos;

* Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas;

* Fendis simples, acido benzadico e derivados;

« Acido cinamico e derivados;

* Cumarinas: escopoletina e umbeliferona;

* Flavondides: quercitina, florizina e catequina;



* Taninos condensados e hidrolisaveis;

* Terpenodides e esterdides;

* Aminoacidos e polipeptideos;

*Alcaldides e cianoidrinas: estriquinina, atropina, codeina, cocaina e
amidalina;

* Sulfetos e glicosideos;

* Purinas e nucleosideos.

Nas plantas, as substincias alelopaticas desempenham as mais
diversas fungdes, sendo responsaveis pela prevencdo da decomposi¢cao das
sementes, interferem na sua dorméncia e influenciam as relagcdes com outras
plantas, com microrganismos, com insetos e até com animais superiores,
incluindo o homem. Como exemplos, pode-se citar a resisténcia da cevada
(Hordeum vulgare) ao pulgao (Schizaphis graminium) que € conferida aos
fendis e seus derivados e as lecitinas presentes nas sementes de muitas
leguminosas que as tornam repelentes a algumas espécies de insetos
(DURIGAN & ALMEIDA, 1993).

3.6- Determinagdo da sensibilidade dos microrganismos aos

antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos € uma das provas mais
importantes do laboratorio de microbiologia clinica, pois avalia a vulnerabilidade
dos microrganismos a diferentes agentes antimicrobianos (SEJAS et al., 2003).

Para se prescrever um antimicrobiano € necessario determinar
previamente se a amostra bacteriana responsavel pela infecgao é sensivel ou
resistente. Uma bactéria é considerada sensivel a um antimicrobiano quando o
seu crescimento € inibido, in vitro, por uma concentragao, trés ou mais vezes
inferior aquela que o antimicrobiano atinge no sangue. Se a concentragao
inibitéria in vitro é igual ou superior aquela que o antimicrobiano atinge no
sangue, a bactéria é considerada resistente. A bactéria moderadamente
resistente € aquela cujo crescimento é inibido por concentragdes intermediarias

(TRABULSI, 1999).



A sensibilidade dos microrganismos a agédo das drogas antimicrobianas
pode ser determinada in vitro por meio do antibiograma. O teste pode ser
utilizado para a verificagdo do efeito bactericida ou bacteriostatico, bem como
para selecdo das drogas que exercem estes efeitos (FAVA NETO, 1975).

A concentragao inibitéria dos antimicrobianos pode ser determinada
direta ou indiretamente. A determinagao direta é feita pelos chamados métodos
de diluicdo e a indireta pelo método de difusdo em placa (método de difusé&o
em discos de papel) (TRABULSI, 1999).

O método de difusao em meio sélido, em placas de Petri, foi idealizado
por Bauer e colaboradores em 1966, e desde entdo, € um dos métodos mais
utilizados nos laboratérios de microbiologia no Brasil. E um método pratico, de
facil execugao e idealizado para bactérias de crescimento rapido. Os reagentes
sao relativamente econbmicos, ndao ha necessidade de equipamentos
especiais, além de apresentar grande flexibilidade na escolha do numero e tipo
de antimicrobianos a serem testados (SEJAS et al., 2003).

O principio deste método baseia-se na difusdo, através do meio de
cultura sdélido contendo os microrganismos teste, de um antimicrobiano
impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a
formagao de um halo de inibicdo do crescimento bacteriano, cujo didmetro é
inversamente proporcional a concentragcdo do antimicrobiano (SEJAS et al.,
2003).

Os resultados destes testes influenciam diretamente na escolha da
terapéutica antimicrobiana e, por isso, a realizacdo do teste sem controle
adequado de qualidade podera determinar o uso de um antimicrobiano
inadequado, com consequente falha terapéutica e risco para o paciente
(SEJAS et al., 2003).

Varios fatores podem limitar ou falsear o resultado do teste. Assim, o
meio de cultivo empregado deve ser apropriado, sem haver interferéncia dos
seus componentes sobre a atividade da droga; o pH do meio de cultivo, a
temperatura e a atmosfera de incubagado devem ser adequados; o tamanho do
in6culo; a concentracdo da droga deve ser padronizada; a difusdo da
substancia e a solubilidade no meio de cultivo devem ser observadas; os
discos devem ser de boa qualidade; o halo de inibicdo deve ser medido
corretamente (TAVARES, 2001).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Material botanico

Foi utilizada a parte lenhosa (cerne) de Manilkara huberi (Ducke) A.
Chev. proveniente do Para e fornecida por madeireira na cidade de Recife
(PE).

4.2- Abordagem fitoquimica

Com o cerne seco a temperatura ambiente e pulverizado foram
analisadas as classes de compostos presentes através da metodologia descrita
por COSTA em 1982. Na Tabela 1 encontram-se os testes que identificam as

classes de compostos presentes na planta.

Tabela 1: Testes que identificam as classes de compostos presentes na planta

Classes de compostos ‘ Testes
Alcaldides Dragendorff, Mayer
Esterdides e terpenos Liebermann-Burchard
Taninos Cloreto férrico
Saponinas Espuma
Flavonoides Shinoda

4.2.1- Alcalbides

Alcaldides foram investigados através de ensaios confirmativos
especificos. A 1 g do cerne seco foram adicionados 10 mL de &cido sulfurico
(H2S04) a 1%. A mistura foi aquecida em banho-maria a 100°C durante 2 min

e,



logo em seguida, submetida a filtragao. Aliquotas do filtrado foram usadas para
determinacao de alcal6ides com os reagentes de Dragendorff e Mayer.

O teste de Dragendorff € considerado positivo com o surgimento de um
precipitado vermelho alaranjado.

O teste de Mayer é positivo com o aparecimento de um precipitado de

cor branca.

4.2.2- Esteroides e terpendides

A presenca de esterdides e triterpendides foi avaliada pelo teste de
Liebermann-Burchard. Adicionaram-se 3 mL de cloroférmio (CHCI3) a 1 g do
cerne seco. Logo apos, realizou-se filtragdo e adicionou-se ao filtrado 2 mL de
anidrido acético, agitando vagarosamente. A solucdo obtida, foram
acrescentadas 5 gotas de acido sulfurico (H.SO4) concentrado pelas paredes
do tubo. O aparecimento sucessivo de cores do rosa ao azul e verde

caracteriza a presenca de esterodides e terpendides.

4.2.3- Flavonodides

Para avaliagdo da presenca de flavondides, foi realizado o teste de
Shinoda que consistiu em acrescentar 5 mL de metanol (CH3;OH) a 1 g de
cerne seco, em seguida filtrar e adicionar 1 mL de acido cloridrico (HCI)
concentrado. Deixou-se a solugao reagir com 1 cm de fita de magnésio. O teste

€ considerado positivo com o aparecimento de uma coloragao rosa.



4.2.4- Saponinas

Foi utilizado o teste de espuma para verificar a presenca de saponinas.
Adicionaram-se 5 mL de agua destilada a 1 g do cerne seco. Agitou-se
vigorosamente por aproximadamente 5 minutos. A formagdo de espuma

persistente por 30 minutos revela a presenca de saponinas.

4.2.5- Taninos

Para determinar a presencga de taninos foram adicionados 10 mL de
agua destilada ao cerne seco e em seguida esta solucéo foi filtrada. Ao filtrado
foi adicionada uma solugéo de cloreto férrico (FeCls) a 1%. O surgimento de
uma coloragdo ou precipitado verde ou azul indica a reagao positiva para

taninos.

4.3- Preparacao dos extratos brutos

O cerne seco (1330,8 g) de Manilkara huberi foi submetido a trés
extragdes com metanol (90%) / H,O (10%) durante treze dias agitando-se
manualmente. A extracdo foi realizada a temperatura ambiente e utilizou-se
cerca de seis litros de MeOH / H,O em cada extragdo. Em seguida foi feita uma
reducdo de volume em rotaevaporador originando um precipitado (cristais) o
qual foi separado e submetido a bioensaio. O extrato hidroalcodlico foi
particionado em cicloexano (CeH12) € com o extrato metandlico foi realizada
uma dissolugdo em acetato de etila (AcOEt). Os solventes foram evaporados e
os extratos concentrados em evaporador rotativo. O esquema para obtencao

dos extratos brutos encontra-se na Figura 12.
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(1330,8 g)

Extragdo com MeOH / H,0O
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Figura 12: Obtengao dos extratos brutos de Manilkara huberi



4 .4- Atividade antimicrobiana

4.4.1- Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana
foram cedidos pela Colecdo de Culturas do Departamento de Antibidticos
(DAUFPE) e pelo setor de bacteriologia da Unidade de Laboratério do Hospital
das Clinicas de Pernambuco (ULAB). As bactérias e leveduras utilizadas estéao
descritas na Tabela 2.

Os microrganismos foram mantidos em agar nutriente (AN) para as
Gram-positivas e Gram-negativas, agar glicose/extrato de levedura (GL) para o
Mycobacterium smegmatis e agar Sabouraud para a levedura, todos foram
conservados a temperatura de 4°C. A composi¢cao dos meios de cultura esta

descrita no anexo 8.1.



Tabela 2: Microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus (DAUFPE 02)

Bacillus subtilis (DAUFPE 16)

Micrococcus luteus (DAUFPE 100)
Enterococcus faecalis (DAUFPE 138)
Pseudonocardia thermophyla (DAUFPE 3517)
Staphylococcus aureus (ULAB 18304)
Staphylococcus epidermidis (ULAB 14802)
Staphylococcus saprophyticus (ULAB 14828)
Micrococcus sp. (ULAB 14719)

Bactérias Gram-negativas

Pseudomonas aeruginosa (DAUFPE 416)
Escherichia coli (DAUFPE 224)

Klebsiella pneumoniae (DAUFPE 396)
Salmonella enteritidis (DAUFPE 414)
Shigella sonnei (DAUFPE 413)

Klebsiella pneumoniae (ULAB 18319)
Proteus mirabilis (ULAB 18310)

Bactérias alcool-acido
resistentes

Mycobacterium smegmatis (DAUFPE 71)

Leveduras

Candida albicans (DAUFPE 1007)

4.4.2- Método de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em
disco de papel (BAUER et al., 1966).

Cada extrato bruto (1g) foi solubilizado em quantidade suficiente de

dimetilsulféxido (DMSOQO) para preparagao de solugdes com concentragdes de

100 mg/mL.



De cada microrganismo-teste foi obtido um in6culo com 24 horas de
crescimento em meios agar nutritivo (AN) para as bactérias Gram-positivas e
negativas, agar Sabouraud (SAB) para as leveduras e agar glicose/extrato de
levedura (GL) para a bactéria alcool-acido-resistente. Em seguida, com os
microrganismos crescidos, foi preparada uma suspensao de células, de cada
microrganismo, em cloreto de sédio (NaCl 0,9%) até atingir uma turbidez
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 108
UFC/mL) (KONEMAN, 1997).

As suspensdes foram transferidas para placas de Petri (90 mm O)
contendo os meios Yeast Nitrogen Base Dextrose (YNBD) para a levedura e
Muller-Hinton (MH) para as bactérias. Este meio foi empregado dado sua
comprovada eficiéncia, pois oferece condi¢des nutritivas satisfatérias aos
principais germes patogénicos, além de nao bloquear ou interferir na agao dos
antibiéticos a serem testados (SILVA, 1989).

Sobre as placas de Petri, previamente preparadas, foram depositados
discos de papel (6 mm &), estéreis, impregnados com 20 pL das solugdes dos
extratos brutos na concentragéo de 100 mg/mL.

As placas de Petri foram incubadas a 37°C durante 24h. Os resultados
foram analisados através da mensuracdo dos halos de inibicdo ao redor dos
discos, sendo expressos em milimetros (mm). Estes didmetros variam de
acordo com a velocidade de difusdo do antimicrobiano (extratos) e a
sensibilidade dos microrganismos.

Todo experimento foi realizado em duplicata para garantir maior
segurancga aos resultados. O valor final dos halos foi correspondente a média
aritmética expressa em milimetros. Para o controle negativo (branco) foram
utilizados discos de papel embebidos com dimetilsulfoxido (DMSO). A Figura
13 apresenta o desenho esquematico do teste de atividade antimicrobiana pelo

método de difusdo em disco de papel.



O setor de bacteriologia da Unidade de Laboratério do Hospital das
Clinicas de Pernambuco (ULAB) procedeu a analise de antibiograma das

amostras clinicas (anexo 8.2).
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teste L inclinados
5}/‘:21-113-: i
o —
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(18mL) padronizada de fisioldgica de
microrganismos Cloreto de Sadio
J:L (108 UFCAmL) 2 09% (5ml)
o 37°C {24h
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Dizco de papel Leitura do halo de inibigao

impregnadao com
extrato bruta

Figura 13: Esquema do teste de atividade antimicrobiana



4.5- Métodos cromatograficos

O fracionamento do extrato cicloexano foi realizado por cromatografia
em coluna classica. Foram utilizadas colunas de vidro com comprimentos e
didmetros variados, tendo-se como suporte silica gel 60 Merck® (particula
0,063 - 0,200 mm).

As fragdes obtidas na cromatografia em coluna foram analisadas em
cromatografia em camada delgada (CCD) para verificagdo da pureza.
Utilizaram-se placas prontas de polietiieno POLYGRAM SIL G/UV2s4.

As placas de CCD foram reveladas sob radiagdo ultravioleta com

comprimento de onda de 254 nm e com vapores de iodo (l2).

4.6- Fracionamento do extrato cicloexano de Manilkara huberi

O fracionamento cromatografico do extrato cicloexano (700 mg) em
coluna de silica gel foi realizado usando-se tolueno e acetato de etila no

seguinte gradiente de polaridade:

e Tolueno 100%
e Tolueno / acetato de etila (95: 5)

(
e Tolueno / acetato de etila (90:10)
e Tolueno / acetato de etila (80:20)
(

e Tolueno / acetato de etila (50:50)
e Acetato de etila 100%
As fragcbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada

delgada e reunidas de acordo com seus Rf's (fator de retencéo).



4.7- Métodos espectroscépicos

As fragdes F2, F5, F6, F7, F9, F13 e F16 foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (GC - MS). O
equipamento utilizado pertence a marca SHIMADZU QP5050, empregou-se
uma coluna DB-5 de 30 m comprimento com 0,25 mm de diametro interno e
0,25 ym de espessura do filme. Utilizou-se o gas Hélio, a temperatura da
coluna foi entre 60°C e 280°C e o solvente empregado foi diclorometano
(CH.CIy).
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5- RESULTADOS

5.1- Atividade antimicrobiana frente aos microrganismos do DAUFPE

Dentre os microrganismos testados observou-se que as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
a bactéria alcool-acido-resistente Mycobacterium smegmatis e a levedura
Candida albicans foram sensiveis aos extratos cicloexano e acetato de etila de
Manilkara huberi. O extrato metandlico ndo foi ativo contra nenhum dos
microrganismos testados.

Os maiores halos de inibicao foram observados em Mycobacterium
smegmatis, 25 mm para os extratos cicloexano e 16 mm para acetato de etila.

Observou-se que os extratos brutos do cerne de Manilkara huberi
apresentam atividade antimicrobiana apenas contra bactérias Gram-positivas,
visto que nenhuma das bactérias Gram-negativas testadas teve seu
crescimento inibido pelos extratos brutos desta planta.

N&o foi observada atividade antimicrobiana dos cristais frente aos
microrganismos testados.

Os resultados da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
disco de papel dos extratos brutos do cerne de Manilkara huberi frente aos

microrganismos cedidos pelo DAUFPE estao descritos na Tabela 3.



Tabela 3: Resultado da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de

Manilkara huberi frente aos microrganismos do DAUFPE

Halo de inibicdo (mm)) |
Extrato
acetato de
etila

Microrganismos Extrato Extrato

Cristais - .
metanodlico cicloexano

Staphylococcus

aureus

Micrococcus

luteus

Bacilus subtilis 13 12

Pseudonocardia

thermophyla

Enterococcus

faecalis

Escherichia coli

Klebsiella

pneumoniae

Pseudomonas

aeruginosa

Salmonella

enteritidis

Shigella sonnei

Mycobacterium
smegmatis

Candida albicans - - 13 -

- auséncia de inibicao

Nas Figuras 14, 15, 16, 17 e 18 encontram-se a atividade
antimicrobiana dos extratos brutos pelo método de difusdo em disco de papel



frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis,
Candida albicans e Enterococcus faecalis respectivamente, cedidos pelo
DAUFPE.

Acetato de etila

Cicloexano

Figura 14: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente a Staphylococcus
aureus (DAUFPE 02)

A

Acetato de etila

5 O

Figura 15: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente a Bacillus subtilis
(DAUFPE 16)



Figura 16: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente a Mycobacterium
smegmatis (DAUFPE 71)

Figura 17: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente a Candida albicans
(DAUFPE 1007)



Figura 18: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente ao Enterococcus
faecalis (DAUFPE 138)

5.2- Atividade antimicrobiana frente aos isolados clinicos da ULAB

Dentre os microrganismos testados pertencentes ao setor de
bacteriologia da Unidade de Laboratério do Hospital das Clinicas de
Pernambuco (ULAB) observou-se que as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus foram sensiveis aos
extratos cicloexano e acetato de etila de Manilkara huberi.

Os maiores halos de inibicio foram observados frente ao
Staphylococcus epidermidis, 14 mm para os extratos cicloexano e 11 mm para
acetato de etila. Micrococcus sp. foi sensivel apenas ao extrato em cicloexano,
com formacgao de halo de inibigdo de 12 mm.

O extrato metandlico n&o foi ativo contra nenhum dos microrganismos
testados e nenhum dos extratos testados foi ativo contra bactérias Gram-

negativas.



A Tabela 4 mostra os resultados da atividade antimicrobiana dos
extratos brutos do cerne de Manilkara huberi frente aos microrganismos da
ULAB.

Tabela 4: Resultado da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de

Manilkara huberi frente aos isolados clinicos da ULAB

Halos de inibicdo (mm) ‘
Microrganismos

Cicloexano Acetato de etila Metanol

Staphylococcus aureus 13 11 -
Staphylococcus epidermidis 14 11 -
Staphyloco_ccus 13 10 i
saprophyticus
Micrococcus sp. 12 - -

Klebsiella pneumoniae - - -

Proteus mirabilis - - -

- auséncia de inibicao

Nas Figuras 19 e 20 encontram-se os testes de difusdo em discos de
papel mostrando a atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente ao

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis cedidos pela ULAB.



Figura 19: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente ao Staphylococcus
aureus (ULAB 18304)

Figura 20: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente ao Staphylococcus
epidermidis (ULAB 14802)



O extrato bruto que demonstrou melhor atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos testados, tanto do DAUFPE quanto da ULAB, foi o extrato

em cicloexano, com formag&o dos maiores halos de inibigdo (Figuras 21 e 22).
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o 0 m B subtilis
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Qo 15 O E. faecalis
c (DAUFPE 138)
8 10 O M. smegmatis
0 (DAUFPE 71)
c_c; 5 m C. albicans
T (DAUFPE 1007)

0

Microrganismos

Figura 21: Atividade antimicrobiana do extrato bruto em cicloexano frente aos

microrganismos da Colec¢éo de Culturas (DAUFPE)
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Figura 22: Atividade antimicrobiana do extrato bruto em cicloexano frente aos

microrganismos da ULAB



Relatos sobre atividade antimicrobiana do género Manilkara ndo foram
encontrados na literatura.

BHAT e colaboradores (1990) evidenciaram que, em relagdo a familia
Sapotaceae, os extratos da raiz e da casca de Butyrospermum paradoxum,
arvore cujas folhas sdo usadas no tratamento de malaria, sdo ativos contra
varios microrganismos, dentre eles, Staphylococcus aureus e Candida albicans
confirmando os resultados obtidos pelos extratos de Manilkara huberi que
também foram ativos contra esses dois microrganismos.

Os extratos da raiz e da casca de Butyrospermum paradoxum nao
inibiram o crescimento de Klebsiella sp e Shigella sp (ambas bactérias Gram-
negativas) da mesma forma que os extratos de Manilkara huberi também n&o
apresentaram atividade antimicrobiana frente a Klebsiella pneumoniae e
Shigella sonnei. Por outro lado, Butyrospermum paradoxum mostrou-se eficaz
contra algumas bactérias Gram-negativas, dentre elas, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, ao contrario de Manilkara huberi que nao
apresentou atividade antimicrobiana contra esses dois microrganismos
(OGUNWANDE, 2001).

Alves e colaboradores (2000) demonstraram que o extrato das folhas
de Pouteria torta, espécie da familia Sapotaceae, apresenta atividade
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

Os extratos das folhas de outras espécies da familia Sapotaceae como
Chrysophyllum flexuosum, Chrysophyllum inornatum, Pouteria psamophila e
Pouteria grandiflora, mostraram-se inativas contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans (AGRIPINO, 2004). Em Manilkara
huberi os extratos brutos de cicloexano e acetato de etila também foram
inativos frente a Escherichia coli, entretanto, apresentaram atividade

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Candida albicans.
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5.3- Abordagem fitoquimica

A abordagem fitoquimica do cerne de Manilkara huberi revelou a
presenca de saponinas, flavonoides, esterbides e terpendides. N&o foi
detectada a presenga de alcaldides ou taninos no cerne desta planta (Tabela
5).

Tabela 5: Resultado da abordagem fitoquimica do cerne de Manilkara huberi

Classes de compostos Testes ‘ Resultados
Alcaldides Dragendorff, Mayer Negativo
Esterdides e terpendides | Liebermann-Burchard Positivo
Taninos Cloreto férrico Negativo
Saponinas Espuma Positivo
Flavonoides Shinoda Positivo

Assim como em Manilkara huberi, foram detectadas saponinas na
madeira de outras espécies da familia Sapotaceae como, por exemplo, em
Argania spinosa (L.) Skeels, arvore comumente encontrada no sudoeste de
Marrocos (CHARROUF & GUILLAUME, 1999). Mimusops elengi e Mimusops
hexandra (Sapotaceae), arvores encontradas na india e usadas na medicina
tradicional local (WATT, 1908), apresentam saponinas e terpendides nos frutos
(LAVAUD et al.,, 1996). Saponinas também foram isoladas da casca de
Gambeya boukokoensis (Sapotaceae), planta originaria da Africa e usada no
tratamento de infecgdes vaginais e esterilidade (WANDJI et al., 2003).

Outras espécies do género Manilkara, como Manilkara zapota, dentre
outros constituintes, apresenta saponinas em sua composicdo (MORTON,
1981; DUKE, 2000). As saponinas presentes nas sementes de Manilkara
zapota sado venenosas para insetos (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1996).

A presenca de flavondides pode ser observada em outras espécies do
género Manilkara, como por exemplo, nas folhas de Manilkara indica
(HARAGUCHI et al., 2003) e na casca de Manilkara hexandra (SHAH,
GOSWAMI, SANTINI, 2004).



Espécies do género Pouteria pertencentes a familia Sapotaceae
também apresentam flavonoides nos seus frutos (MA et al., 2003).

Os terpendides constituem uma das mais diversificadas classes de
compostos quimicos caracterizadas em todas as plantas e sdo responsaveis
por uma grande diversidade de estruturas proporcionando um enorme potencial
para as interagdes fisiologicas e ecoldgicas das plantas (SIQUEIRA et al.,
2003). Esterdides e terpendides em algumas espécies da familia Sapotaceae

apresentam importancia quimiotaxonémica (GUNASEKERA et al., 1977).

5.4- Rendimento do processo de obtencdo dos extratos brutos de

Manilkara huberi

Partindo-se de 1330,8 g do cerne da planta obtivemos os seguintes

rendimentos (Tabela 6):

Tabela 6: Rendimento dos extratos brutos de Manilkara huberi

Extrato bruto Peso Rendimento
Cicloexano 19 0,07 %
Acetato de etila 6,89 0,51 %
Metanol 7,44 0,55 %

5.5- Rendimento do fracionamento cromatografico do extrato cicloexano

Visto que o extrato cicloexano foi o mais ativo, apresentando os
melhores resultados nos testes de atividade antimicrobiana, escolheu-se este
extrato para realizagdo de cromatografia em coluna classica a fim de identificar
os constituintes quimicos ativos de Manilkara huberi.

Partindo-se de 700 mg de extrato cicloexano obtivemos um total de 45
fragcdes que foram reunidas de acordo com seus Rf's em 20 fragcdes principais

(F1 — F20), cujos rendimentos estao descritos na Tabela 7.



Tabela 7: Rendimento do fracionamento do extrato cicloexano

Fracédo Rendimento
F1 2,31 %
F2 2,94 %
F3 1,94 %
F 4 0, 65 %
F5 0,81 %
F6 0,51 %
F7 0,48 %
F8 2,17 %
F9 4,25 %
F10 12, 1%
F 11 38,71 %
F12 10, 51 %
F 13 51, 65 %
F14 13, 68 %
F15 4,24 %
F 16 34,21 %
F17 14,18 %
F18 19, 34 %
F19 15, 38 %
F 20 8,65 %




5.6- Compostos quimicos identificados no cerne de Manilkara huberi
(Ducke) A. Chev.

Do estudo fitoquimico do cerne de Manilkara huberi foram identificados
12 compostos (siglas MH4 a MH42): MH4 (acido hexadecandico), MH, (acido
dodecandico), MH3; (acido decandico), MH4 (hexadecanoato de metila), MHs
(hexanoato de benzila), MHs (benzoato de benzila), MH; (benzoato de 2-
metilfenila), MHg (2-fenil-dodecano), MHy (4-fenil-dodecano), MH1g
(benzaldeido), MH4; (2,4-undecadienal) e MH1; (alcool benzilico).

Na Tabela 8 encontram-se todos os compostos, as fragbes no qual
foram identificados, o percentual que cada um representa no cromatograma e
seus respectivos tempos de retengcdo. Os compostos MHq, (benzaldeido) e

MH12 (alcool benzilico) apresentaram os maiores percentuais.

Tabela 8: Fragdes, tempos de retengdo e percentuais dos compostos quimicos

identificados no cerne de Manilkara huberi

Composto Fracao Tempo de. % do total
-~ retenc¢ao (min)

Benzaldeido F16 4,438 28, 65
Alcool benzilico F16 5, 455 35, 80
Acido decandico F16 10, 226 10, 91
2,4-undecadienal F13 10, 798 18, 83
Hexanoato de benzila F16 12, 643 1,85
Acido dodecanoico F16 12, 830 1,43
4-fenil dodecano F9 15, 125 0, 88
benzoato de 2-metilfenila F7 15, 133 6, 05
Benzoato de benzila F16 15, 451 7,13
2-fenil dodecano F16 15, 785 0, 87
Hexadecanoato de metila F2 16, 990 7, 56
Acido hexadecandico F16 17, 405 3, 06




IDENTIFICACAO DOS
ACIDOS E ESTERES
SATURADOS

COMPOSTO MH;
COMPOSTO MH;
COMPOSTO MH;
COMPOSTO MH,



5.6.1- Identificacdo de acidos e ésteres saturados por GC — MS

Em &acidos e ésteres saturados de cadeia longa, o espectro de massas
€ caracterizado por:

a) Picos que resultam da quebra de cada ligacdo C—C, com retengcao
de carga pelo fragmento contendo oxigénio (m/z = 45, 59, 73, 87...),

b) Picos resultantes da quebra da cada ligagdo C—C, com retencgéo de
carga pelo fragmento alquila (m/z = 29, 43, 57, 71, 85...),

c) Modelo hidrocarbénico de fragmentagdo do tipo C,Hz2n.1 com picos
em m/z = 55, 56, 69, 70 etc.

d) Um pico caracteristico resultante de rearranjo de McLafferty em m/z
= 60 para os acidos e em m/z = 74 para o éster metilico de um acido alifatico
n&o ramificado no carbono a (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

5.6.1.1- Identificagcdo do composto MH;

A estrutura do composto MH{ encontra-se na Figura 23 e seu espectro
de massas na Figura 24. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 9.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o acido hexadecandico ou acido palmitico, que € um
acido graxo de cadeia longa, presente na biblioteca de espectros WILEY
229.LIB cuja formula molecular é CisH3202. Na Figura 25 encontra-se a
comparacgao entre o espectro do composto MH4 e o0 espectro da substancia
original. Os principais fragmentos observados no espectro de massas do
composto MH4 estdo representados na Figura 26.

O pico do ion molecular do composto MH¢ apresenta-se em m/z = 256
€ 0 pico base em m/z = 73. Os picos em m/z = 87, 101, 115, 129, 143, 157,
171, 185, 199, 213 e 227 formam uma sequéncia de fragmentagao
caracterizada por aglomerados de picos afastados uns dos outros por 14

unidades de massa, correspondentes a perdas sucessivas de unidades CH..



O pico em m/z = 239 é de baixa intensidade e representa a perda de
uma hidroxila (OH). O pico em m/z = 97 é originado da perda de uma molécula
de H,O do fragmento em m/z = 115. O pico em m/z = 85 representa o
fragmento alquila [CeH13]", o pico em m/z = 60 é devido ao rearranjo de
McLafferty descrito na Figura 26. O pico em m/z = 57 é representado pelo
fragmento alquila [C4Ho]" e os picos em m/z = 83, 69 e 55 originam-se de
fragmentagdes hidrocarbdnicas do tipo CpHzp.1 com n = 6, 5 e 4
respectivamente. Uma clivagem a a carbonila elimina a cadeia alquila
originando o pico em m/z = 45.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH; com os dados da literatura do acido
hexadecanodico. O espectro de massas do composto MH1 apresentou um indice
de similaridade (IS) de 94 % em relacdo ao espectro da substancia original

(acido hexadecandico).

[
ST~~~ C —OH

Figura 23: Estrutura do composto MH{ — acido hexadecanaico
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Figura 24: Espectro de massas do composto MH,
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Figura 25: Comparagao entre os espectros de massas do composto MH; (A) e

a substancia original (B)



Tabela 9: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH4 com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
256 [C16H3202] 16,90
239 [C16H310]" 0,37
227 [C14H2704] 4,87
213 [C13H250,]" 19,18
199 [C12H2302]" 6,86
185 [C11H210]" 13,17
171 [C1oH1902]" 9,38
157 [CoH1702]" 15,51
143 [CsH1502]" 8,96
129 [C7H1302]" 40,82
115 [CeH110]" 15,23
101 [CsHeO2] 10,52
97 [CeHoO]" 21,95
87 [C4H7O2] 23,45
85 [CeH13]" 30,61
83 [CeH11]" 28,34
73 [C3H502]" 100
71 [CsH11]" 47,76
69 [CsHo]” 38,88
60 [CoH4O2]" 84,24
57 [CaHo] 82,51
55 [C4H7]" 70,36
45 [CHO,* 8,96
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+
®/\/\/\/\/\/\/C —OH [C14H2705]
m/z = 227

+
. H [C13H2502]
I PN P C —OH m/z =213
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+
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+
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Rearranjo de McLafferty:

~ _1
H
f H / ,
EN ~-CHR=——CH, O [C2H4021
@] CHR ‘ m/z = 60
H ‘ HO*C\
HO —C %CHZ CHo
CH2 a a
o 0
®C — OH
[CaHg] .
m/z =57 [CHO,]
m/z = 45

Figura 26: Principais fragmentos presentes no composto MH;



5.6.1.2- Identificacdo do composto MH;

A estrutura do composto MH; encontra-se na Figura 27 e seu espectro
de massas na Figura 28. Na Tabela 10 estdo descritos os fragmentos mais
importantes para elucidagao estrutural deste composto, além de suas massas e
intensidades relativas.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o acido dodecandico ou acido laurico, que € um acido de
cadeia longa, presente na biblioteca de espectros WILEY 229.LIB cuja férmula
molecular é C4H240,. Na Figura 29 encontra-se a comparagdo entre o
espectro do composto MH;, e o espectro da substéncia original. Os principais
fragmentos observados no espectro de massas do composto MH; estdo
representados na Figura 30.

O pico do ion molecular do composto MH, apresenta-se em m/z = 200
e 0 pico base em m/z = 73. A perda de uma hidroxila (OH) representa o pico de
baixa intensidade em m/z = 183, os picos em m/z = 87, 101, 115, 129, 143, 157
e 171 formam uma sequéncia de fragmentagdo caracterizada por perdas
sucessivas de CH; (14 unidades de massa).

A perda de uma molécula de H,O do fragmento em m/z = 115 origina o
pico em m/z = 97. O pico em m/z = 85 representa o fragmento alquila [CsH13]",
o pico em m/z = 60 é devido ao rearranjo de McLafferty (Figura 30) e o pico em
m/z = 57 representa o fragmento alquila [C4Hg]". Os picos em m/z = 83, 69 e 55
originam-se de fragmentagdes hidrocarbodnicas do tipo C,Han.icomn=6,5¢e 4
respectivamente. O pico em m/z = 45 origina-se de uma clivagem a a carbonila.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH, com os dados da literatura do acido dodecandico.
O espectro de massas do composto MH; apresentou um indice de similaridade

de 96 % em relagdo ao espectro da substancia original (acido dodecandico).
[
N~~~ C — OH

Figura 27: Estrutura do composto MH; — acido dodecanoico
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Figura 29: Comparacgao entre os espectros de massas do composto MH, (A) e

a substancia original (B)



Tabela 10: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH; com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
200 [C12H2405]" 7,82
183 [C12H230]" 0,65
171 [C1oH102]" 6,11
157 [CoH170,]" 23,66
143 [CeH150,]" 10,23
129 [C7/H1102]" 34,65
115 [CeH1102]" 17,28
101 [CsHeO2]" 13,39

97 [CeHoO1" 12,95
87 [C4H70,]" 18,27
85 [CeH13]" 31,15
83 [CeH11]" 16,40
73 [C3Hs02]" 100

71 [CsH11]" 32,02
69 [CsHo] 26,48
60 [C2H4O2]" 88,70
57 [C4Ho] 56,24
55 [CaHA] 5,45
45 [CHO.] 11,43
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HO—C m/z = 60
CH2
0
.
H [CHO,]

®C — OH m/z = 45

Figura 30: Principais fragmentos presentes no composto MH;

5.6.1.3- Identificagdo do composto MH3



A estrutura do composto MH3 encontra-se na Figura 31 e seu espectro
de massas na Figura 32. Na Tabela 11 estdo descritos os fragmentos mais
importantes para elucidagao estrutural deste composto, além de suas massas e
intensidades relativas.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o acido decandico ou acido caprico, presente na
biblioteca de espectros WILEY 229.LIB cuja férmula molecular € C1pH2002. A
comparagao entre o espectro do composto MH3; e 0 espectro da substancia
original encontra-se na Figura 33. Os principais fragmentos observados para o
composto MH3; estao representados na Figura 34.

O pico base aparece em m/z = 60 (rearranjo de McLafferty - Figura 34)
e 0 pico em m/z = 45 é representado pelo fragmento [CO,H]" resultante de uma
clivagem a a carbonila com eliminagao do grupamento alquila.

Os picos em m/z = 57 e 71 séo representados pelos fragmentos alquila
[C4Ho]" e [CsH44]", enquanto o pico em m/z = 73 é representado por um
fragmento contendo oxigénio do tipo [C3Hs502]". Os picos em m/z = 55, 69 e 83
originam-se de fragmentagdes hidrocarbodnicas do tipo C,Han.icomn=4,5¢e 6
respectivamente e os picos em m/z = 73, 87, 101, 115, 129 e 143 sao
decorrentes de perdas sucessivas de CH,. O pico em m/z = 84 é resultante de
uma fragmentagéao do tipo C,H,, com n = 6.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH3; com os dados da literatura do acido decandico. O
indice de similaridade entre o espectro de massas do composto MH; e o

espectro da substancia original (acido decandico) foi de 94 %.

i
N~~~ C — OH

Figura 31: Estrutura do composto MH3; — acido decandico
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Figura 32: Espectro de massas do composto MH3
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Figura 33: Comparacgao entre os espectros de massas do composto MH3 (A) e

a substancia original (B)



Tabela 11:. Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH3; com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
143 [CsH1502] 15,02
129 [C7H130,]" 36,49
115 [CeH1104]" 18,13
101 [CsHoO,]" 8,07
87 [C4H70,]" 15,28
84 [CeH1a] 21,35
83 [CeH11]" 13,06
73 [C3Hs502]" 72,84
71 [CsH14]" 36,71
69 [CsHo]" 19,07
60 [C2H4O2]" 100
57 [C4Ho]" 62,93
55 [C4HA]" 55,09
45 [CO.H]" 19,41
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Figura 34: Principais fragmentos presentes no composto MH3



5.6.1.4- Identificacdo do composto MH,

A estrutura do composto MH,4 encontra-se na Figura 35 e seu espectro
de massas na Figura 36. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 12.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o hexadecanoato de metila (palmitato de metila) cuja
férmula molecular é C47H340, presente na biblioteca de espectros WILEY
229.LIB. Na Figura 37 encontra-se a comparagdo entre o espectro do
composto MH4 e o espectro da substancia original. Os principais fragmentos
observados para o composto MH4 estéo representados na Figura 38.

O pico do ion molecular do composto MH,4 apresenta-se em m/z = 270.
O pico mais caracteristico € devido ao rearranjo de McLafferty (Figura 38), com
quebra da ligagao B em relagdo ao grupo C—=0 originando um pico intenso
em m/z = 74 (pico base). A quebra sucessiva das ligagbes C—— C da origem a
ions alquila (m/z = 57, 71 e 85) e a ions contendo oxigénio, C,H2n1O2" (Mm/z =
87, 101, 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199, 213 e 227). Aparecem, assim,
aglomerados hidrocarbdnicos em intervalos de 14 unidades de massa (CHy).

O pico em m/z = 239 resulta da perda do grupo metoxila (OCH3) e o
pico em m/z = 59 é originado de uma clivagem a a carbonila com a perda da
cadeia alquila originando o ion [CoH302]". Os picos em m/z= 55, 69 e 83
originam-se de fragmentacdes hidrocarbdnicas do tipo ChHzn.1 comn=4,5¢e 6
respectivamente.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH4 com os dados da literatura do hexadecanoato de
metila. O espectro de massas do composto MH, apresentou um indice de
similaridade de 97 % em relacdo ao espectro da substéncia original
(hexadecanoato de metila).

O
NS T € OCHs

Figura 35: Estrutura do composto MH4 — hexadecanoato de metila
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Figura 36: Espectro de massas do composto MH4
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Figura 37: Comparagao entre os espectros de massas do composto MH4 (A) e

a substancia original (B)



Tabela 12: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH4 com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
270 [C17H3407] 5,85
241 [C15H2002]" 2,35
239 [C16H310]" 2,72
227 [C14H2702]" 8,36
213 [C13H2502]" 1,94
199 [C12H230,]" 4,16
185 [C11H2102]" 4,46
171 [C1oH1902]" 3,45
157 [CoH170]" 2,10
143 [CeH1502]" 14,52
129 [C7H130,]" 5,87
115 [CeH1104]" 2,46
101 [CsHoO2]" 5,45
87 [C4H/O2]" 60,94
85 [CeH13] 2,98
83 [CeH14]" 7,80
74 [C3HsO2]" 100
71 [CsH14]" 5,40
69 [CsHo]” 12,34
57 [C4Ho]" 15,34
55 [C4H7]" 25,28




O

Composto MH4 — hexadecanoato de metila

@/\/\/\/\/\/\/C — OCHs

\/\/\/\/\/\/C — OCHs

& S~ © T OCHs

|
MM&}@W C—5-OCHs | miz=270

[C17H3402]"

[C15H2002]"
m/z = 241

.
[C16H310]
m/z = 239

[C14H270]"
m/z = 227

[C13H2502]"
m/z =213



H [C12H2302]"

O~~~ C—O0CH, m/z = 199
0
c [C11H2104]
O~~~ ¥ OCH3 m/z = 185

° O

C—OCH
/\/\/\/
[CoH1705]

C1oH1902]
o
I I
®\/\/\/C70CH3 ®/\/\/070CH3
+
[CgH1505] [C7H130,]
m/z = 143 m/z =129
| |
®\/\/070CH3 @~~~ C—OCHs
+ +
[CeH1102] [C5H9O,]

m/z =115 m/z = 101



@)
N
.
| [CaH70) e [GHA]
@ C—OCH m/z = 87
~ 3 m/z = 71
P [CoH30,] +
| N
@C—O—CH3 m/z = 59 m/z = 57
Rearranjo de McLafferty:
— _F — —+
H
H AN
RHC% CHR o
‘ © > H B ‘
CH2 C CHj3
H2C / \ /
§ C CHs H,C (@)
B CH2 / \ 0] / il — -
[CsHs0,]
miz =74

Figura 38: Principais fragmentos presentes no composto MH,4
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5.6.2- Identificacdo de ésteres benzilicos por GC — MS

Nos ésteres benzilicos o espectro de massas € caracterizado por:

a) Pico em m/z = 77 (ion fenila) decorrente de uma clivagem benzilica
observado nos compostos MHs, MHg € MHj7,

b) Pico em m/z = 51 decorrente da eliminacdo de uma molécula de
acetileno (CzH3) do fragmento em m/z = 77 também observado nos compostos
MHs, MHg € MHy,

c) Pico em m/z = 91 observado nos compostos MHs e MH; resultante
de uma clivagem (3 ao anel. Este fragmento em m/z = 91 (ion tropilio) elimina
uma molécula de acetileno (C;H,) originando o pico em m/z = 65 (cation

ciclopentadienilico).

5.6.2.1- Identificagcdo do composto MHs

A estrutura do composto MHs encontra-se na Figura 39 e seu espectro
de massas na Figura 40. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 13.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o hexanoato de benzila, presente na biblioteca de
espectros WILEY 229.LIB cuja férmula molecular é C43H1gO,. Na Figura 41
encontra-se a comparagao entre o espectro do composto MHs e o espectro da
substancia original. A Figura 42 mostra os principais fragmentos observados
para o composto MHs.

O pico do ion molecular do composto MHs apresenta-se em m/z = 206.
O pico base em m/z = 91 (ion tropilio) é resultante de uma clivagem (3 ao anel
que perde uma molécula de acetileno (CyH;) originando o cation
ciclopentadienilico (m/z = 65).

Um pico intenso em m/z = 108 é devido a perda de uma molécula
neutra de ceteno, o pico em m/z = 107 representa o fragmento [C;H;O]" e é
resultante da perda de um hidrogénio a partir do pico em m/z = 108. A perda de

uma molécula de CO a partir do pico em m/z = 107 origina o pico em m/z =79,



os picos em m/z =71 e m/z = 99 sao resultantes de clivagem a a carbonila.

Os picos em m/z = 69 e m/z = 55 originam-se de fragmentacgdes
hidrocarbdnicas do tipo C,H2,.1 com n = 5 e 4 respectivamente. O pico em m/z
= 51 é decorrente da perda de uma molécula de C,H; a partir do ion fenila (m/z
=77).

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MHs com os dados da literatura. O espectro de massas
do composto MHs apresentou um indice de similaridade de 91 % em relacdo ao

espectro da substancia original (hexanoato de benzila).

Figura 39: Estrutura do composto MHs — hexanoato de benzila
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Figura 40: Espectro de massas do composto MH5s
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Figura 41: Comparagao entre os espectros de massas do composto MHs (A) e

a substancia original (B)



Tabela 13: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MHs com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
206 [C13H1802] ™" 6,25
115 [CeH110,]" 11,37
108 [C/HsOT" 76,95
107 [C/H,0]" 7,28
99 [CeH110]" 17,29
91 [C7H:]" 100
79 [CeH:]* 9,90
77 [CeHs]* 7,16
71 [CsHi]” 16,71
69 [CsHo]" 9,33
65 [CsHs]" 13,69
55 [C4H* 7,03
51 [CaHs]" 4,77




M ﬁ [C13H1802]+
@)
%@ m/z = 206
Composto MHs — hexanoato de benzila

|

(@) +
H [CeH1102]
m/z =115
N C o O@
o) +
H ) [CsH14]
[CeH110] —T~e

m/z =71
m/z = 99

.
[C7H7] [CsHs]
@cm@ miz = 91 LN miz = 65

.

.

ol ) T e G
m/z =77 - m/z = 51



5
O CH2 / \> - )
—/ | -CHRTC—0 |Ho— HQC@ [C7HgO1"
RH—H m/z = 108
l H.
OH
H H
[CoH7] co [C7H70]
miz = 79 m/z = 107

Figura 42: Principais fragmentos presentes no composto MHs



5.6.2.2- Identificacdo do composto MHg

A estrutura do composto MHg encontra-se na Figura 43 e seu espectro
de massas na Figura 44. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estéao
descritos na Tabela 14.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o benzoato de benzila presente na biblioteca de
espectros WILEY 229.LIB cuja férmula molecular é C44H420,. Na Figura 45
encontra-se a comparagao entre o espectro do composto MHg € o0 espectro da
substancia original. Os fragmentos mais importantes observados para o
composto MHg encontram-se na Figura 46.

O pico do ion molecular do composto MHg apresenta-se em m/z = 212
e o0 pico base em m/z = 105 resultante de uma clivagem a a carbonila . O pico
em m/z = 91 originado de uma clivagem 3 ao anel representa o ion tropilio que
ao perder uma molécula de acetileno (C2H>) origina o pico em m/z = 65. O pico
em m/z = 77 é decorrente de uma clivagem a carbonila. A eliminagédo de uma
molécula de acetileno a partir do fragmento em m/z = 77 resulta no fragmento
[C4H3]" em m/z = 51.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MHs com os dados da literatura do benzoato de
benzila. O indice de similaridade entre o espectro de massas do composto MHg

e o espectro da substancia original (benzoato de benzila) foi de 97 %.

CH:2 0 = ‘
g

Figura 43: Estrutura do composto MHg — benzoato de benzila
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Figura 45: Comparacgao entre os espectros de massas do composto MHg (A) e

a substancia original (B)



Tabela 14: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MHg com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
212 [C14H1202+ 23,06
105 [C/HsO]* 100
91 [C7H]" 50,10
77 [CeHs]" 31,61
65 [CsHs]" 11,72
51 [CaHa]" 14,64

O
| ;
Cytertet i e =212

Composto MHg — benzoato de benzila

©® - C2H2 ® O
[C4H3]+ ®C @
N
[CoHel m/z = 51
miz =77 [C7H50]+
m/z = 105
o o
[CsHs]
N 55
r[r1(Z|-|—7]9 1 m/z = 65

Figura 46: Principais fragmentos presentes no composto MHg



5.6.2.3- Identificacdo do composto MH

A estrutura do composto MH7 encontra-se na Figura 47 e seu espectro
de massas na Figura 48. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estéao
descritos na Tabela 15.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o benzoato de 2-metilfenila presente na biblioteca de
espectros WILEY 229.LIB cuja férmula molecular é C44H420,. Na Figura 49
encontra-se a comparagao entre o espectro do composto MH7 e o espectro da
substéancia original. A Figura 50 mostra os principais fragmentos observados
para o composto MHj5.

O pico do ion molecular do composto MH7 apresenta-se em m/z = 212,
0 pico base em m/z = 105 e o pico em m/z = 77 sao decorrentes de clivagem a
a carbonila. A eliminagcdo de uma molécula de acetileno (CoH2) a partir do
fragmento em m/z = 77 resulta no fragmento [C4H3]" em m/z = 51.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH; com os dados da literatura do benzoato de 2-
metilfenila. O espectro de massas do composto MHg apresentou um indice de
similaridade de 96 % em relagdo ao espectro da substancia original (benzoato

de 2-metilfenila).

Figura 47: Estrutura do composto MH7 — benzoato de 2-metilfenila
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Figura 48: Espectro de massas do composto MH;
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Figura 49: Comparacgao entre os espectros de massas do composto MH7 (A) e

a substancia original (B)



Tabela 15: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH7 com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa %
212 [C14H1202]" 8,66
105 [C7H501" 100
77 [CeHs]” 37,67
51 [C4H3]" 11,81
B CHj | ¥

Q—%C O [C14H1202]
m/z =212

Composto MH7 - benzoato de 2-metilfenila

Figura 50: Principais fragmentos presentes no composto MH;
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5.6.3- Identificacdo do composto MHg

A estrutura do composto MHg encontra-se na Figura 51 e seu espectro
de massas na Figura 52. Os fragmentos mais importantes para elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 16.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o 2-fenil dodecano presente na biblioteca de espectros
WILEY 229.LIB cuja férmula molecular € C1sHs3p. Na Figura 53 encontra-se a
comparacgao entre o espectro do composto MHg e 0 espectro da substancia
original. Os principais fragmentos observados para o composto MHg estédo
representados na Figura 54.

O pico do ion molecular do composto MHg apresenta-se em m/z = 246
e 0 pico base em m/z = 105. O pico em m/z = 91 representa o ion tropilio que é
formado através de rearranjo de McLafferty (Figura 54), o pico em m/z = 77
representa o ion fenila [CsHs]” e os picos em m/z = 119, 133, 147, 161, 175,
189, 203, 217 e 231 apresentam intensidade minima formando uma sequéncia
de fragmentagao caracterizada por intervalos de 14 unidades de massa, ou
seja, perdas sucessivas de CHj,. O pico em m/z = 55 é resultante de uma
fragmentacgao hidrocarbénica do tipo C,Hzn.1 cOm n = 4.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MHg com os dados da literatura do 2-fenil dodecano. O
espectro de massas do composto MHg apresentou um indice de similaridade

de 96 % em relagc&o ao espectro da substancia original (2-fenil dodecano).

H3C — CH — (CHy)g —— CHs

Figura 51: Estrutura do composto MHsg — 2-fenil dodecano
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Figura 52: Espectro de massas do composto MHg
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Figura 53: Comparagao entre os espectros de massas do composto MHg (A) e

a substancia original (B)



Tabela 16: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MHg com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
246 [CigHa0] © 6,13
105 [CeHg]" 100
91 [C7H/]" 11,55
77 [CeHs]" 3,50
55 [C4H7]" 2,53
— —+
H3C =~ CH - (CHale— CHg
[C1gH30]"
m/z = 246
Composto MHg — 2-fenil dodecano
Rearranjo de McLafferty - CqoH20
- —+
B ] ®
™~ CH;

[CeH7]
m/z = 91



®
H3C — CH
o)

+
[CgHol' [CeHs]
m/z = 105 m/z=77

Figura 54: Principais fragmentos presentes no composto MHg



5.6.4 Identificagcdo do composto MHg

A estrutura do composto MHg encontra-se na Figura 55 e seu espectro
de massas na Figura 56. Os fragmentos mais importantes para elucidacéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 17.

A analise do espectro de massas do composto MHg indica que os picos
observados e suas respectivas massas correspondem aos valores descritos
para o 4-fenil dodecano presente na biblioteca de espectros WILEY 229.LIB
cuja férmula molecular é C4gH3p. Na Figura 57 encontra-se a comparagéo entre
0 espectro do composto MHg e o0 espectro da substancia original. Os principais
fragmentos observados para o composto MHg estdo representados na Figura
58.

O pico do ion molecular do composto MHg apresenta-se em m/z = 246
e 0 pico base em m/z = 91. O pico em m/z = 203 origina-se pela perda do
fragmento alquila [C3H7]", o pico em m/z = 77 representa o ion fenila [CgHs]", os
picos em m/z = 147 e 161 s&o originados da perda de fragmentos alquilas. O
pico em m/z = 133 é decorrente da perda da cadeia lateral alquila CgH17. O pico
em m/z = 91 origina-se da perda de propeno (CsHg) do fragmento em m/z = 133
com uma consequente migragao de hidrogénio e o pico em m/z = 105 resulta
da perda de etileno (C,H4) também do fragmento em m/z = 133.

O pico em m/z = 57 representa o fragmento alquila [C4Ho]" e o pico em
m/z = 55 é resultante de uma fragmentagéo hidrocarbénica do tipo C,Hzn.1 com
n = 4. Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MHg com os dados da literatura do 4-fenil dodecano. O
espectro de massas do composto MHg apresentou um indice de similaridade

de 94 % em relagc&o ao espectro da substancia original (4-fenil dodecano).

CHs = (CH2);—— CH —— (CH2)7 — CH3s

Figura 55: Estrutura do composto MHg — 4-fenil-dodecano
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Figura 56: Espectro de massas do composto MHg
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Figura 57: Comparacgao entre os espectros de massas do composto MHg (A) e

a substancia original (B)



Tabela 17: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MHg com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
246 [C1sH30] 8,81
203 [C1sH23]" 9,74
161 [C12H47]" 1,38
147 [C11H1s]" 3,60
133 [CroH13]" 32,31
119 [CoH11]" 7,04
105 [CeHo]" 13,60
91 [C7/H7]" 100
77 [CeHs]" 2,66
57 [CsHo]" 6,37
55 [CaH7]" 4,79
- 1
CHs— (CHz)z 5 CH & (CHa)y —— CHs .
[C1gH30]"
m/z = 246
Composto MHg — 4-fenil dodecano
@ “CH — (CH2)7 — CH3

.
[CeHs] N
miz = 77 [C15H23]

m/z = 203



@
CHz— (CHgz);—— CH — CH,

N
[C11H15]
m/z = 147

CH3—— (CHz),—CH — CH,—

CHj CH» CH» CH
[CioH1al
m/z = 133

~ CoHy

@
CHs™CH  [cqHql’
m/z = 105

®CHy —— (CH2)2—— CH3

[C4Hg]
m/z = 57

®
CH»

[C1oH17]"
m/z = 161

®CH,
- C3He .
> [C7H7]
m/z = 91

Figura 58: Principais fragmentos presentes no composto MHg
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5.6.5- Identificacdo do composto MHjg

A estrutura do composto MH1o encontra-se na Figura 59 e seu espectro
de massas na Figura 60. Os fragmentos mais importantes para a elucidagao
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 18.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o benzaldeido presente na biblioteca de espectros
WILEY 229.LIB cuja férmula molecular € C;HsO. Na Figura 61 encontra-se a
comparacgao entre o espectro do composto MH1y € 0 espectro da substancia
original. A Figura 62 mostra os principais fragmentos observados para o
composto MH1o.

O pico do ion molecular do composto MH+y apresenta-se em m/z = 106,
0 pico base apresenta-se em m/z = 105 decorrente da perda de um hidrogénio
0 pico em m/z = 77 é decorrente de uma clivagem a a carbonila. A eliminag&o
de uma molécula de acetileno (CzH) a partir do fragmento em m/z = 77 resulta
no fragmento [C4H3]" em m/z = 51.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH1, com os dados da literatura do benzaldeido. O
espectro de massas do composto MHp apresentou um indice de similaridade

de 97 % em relagcéo ao espectro da substancia original (benzaldeido).

O

Figura 59: Estrutura do composto MH4,— benzaldeido
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Figura 60: Espectro de massas do composto MH1g
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Figura 61: Comparagéao entre os espectros de massas do composto MH1o (A) e

a substancia original (B)



Tabela 18: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH1o com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘
106 [C/HeO] 94,46
105 [C7H50]" 100
77 [CeHs]" 96,60
51 [CaHa]" 80,82
— - 7T
o) O
s +
H [C7HeO]" ® [C7H50]
H m/z = 106
m/z = 105

Composto MH1y — benzaldeido

®  [CeHs]
mliz =77

Figura 62: Principais fragmentos presentes no composto MH+g

-C2H2
—

©)

+
[CaH3]
m/z = 51



5.6.6- Identificacdo do composto MH;;

A estrutura do composto MH11 encontra-se na Figura 63 e seu espectro
de massas na Figura 64. Os fragmentos mais importantes para a elucidagéo
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estéao
descritos na Tabela 19.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o 2,4-undecadienal presente na biblioteca de espectros
WILEY 229.LIB cuja férmula molecular € C41H4gO. Na Figura 65 encontra-se a
comparacgao entre o espectro do composto MH11 e 0 espectro da substancia
original. Os principais fragmentos observados para o composto MH{; estédo
representados na Figura 66.

O pico do ion molecular do composto MH14 apresenta-se em m/z = 166
€ 0 pico base em m/z = 81.

O pico em m/z = 137 representa a perda do grupamento aldeido
(CHO). Os picos em m/z = 81, 95, 109 e 123 sdo decorrentes da eliminagao de
moléculas de CH, e o pico em m/z = 55 representa o fragmento [C3H30]".

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH¢; com os dados da literatura do 2,4-undecadienal.
O espectro de massas do composto MH;; apresentou um indice de
similaridade de 94 % em relacdo ao espectro da substéncia original (2,4-

undecadienal).

i

CH3 — (CHz)s — CH — CH CH — CH C H

Figura 63: Estrutura do composto MH14- 2,4-undecadienal
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Figura 65: Comparagao entre os espectros de massas do composto MH+4 (A) e

a substancia original (B)



Tabela 19: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH44 com suas respectivas massas e intensidades relativas

Fragmento Intensidade relativa %

166 [C11H180] ’ 3,51

137 [C1oH17]" 1,40

123 [CgH410]" 2,98

109 [C7HeO]" 3,60

95 [CeH-O]" 9,77

81 [CsH50]" 100

67 [CsH/]" 14,48

55 [C3H30]" 14,61

5
O .
H [C11H1g0]"
s — g
CH3 = (CHp)s = CH —CH 5 CH = CH —C —H| miz=166
Composto MH41— 2,4-undecadienal
CHz3—— (CHz)s — CH == CH —— CH == CH® [C1oHa7]
m/z = 137
I
®CHy—— (CHz)2 — CH = CH CH — CH C H [CgH110]
m/z = 123
[C7HgO]

®CH,—— CHs CH =—CH CH —CH H m/z = 109



O:O

.
®CH,—CH = CH — CH —— CH y  [CeHrOl
m/z = 95
o)
- H [CsHs0]
©CH CH CH = CH C H iz = 81

O +
H [C3H3O]
®CH —CH C H m/z = 55

Figura 66: Principais fragmentos presentes no composto MH4
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5.6.7- Identificacdo do composto MHj,

A estrutura do composto MH1; encontra-se na Figura 67 e seu espectro
de massas na Figura 68. Os fragmentos mais importantes para a elucidagao
estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas estao
descritos na Tabela 20.

Estes fragmentos e suas respectivas massas correspondem aos
valores descritos para o alcool benzilico (benzeno-metanol) presente na
biblioteca de espectros WILEY 229.LIB, cuja férmula molecular é C;HgO. Na
Figura 69 encontra-se a comparagao entre o espectro do composto MH1,; e o
espectro da substancia original. Os principais fragmentos observados para o
composto MH1, estdo representados na Figura 70.

O espectro de massas do composto MH4, apresenta o pico do ion
molecular em m/z = 108 e o pico base em m/z = 79.

Um pico benzilico de intensidade moderada, cuja massa é 91, ocorre
em consequéncia da clivagem 3 ao anel, eliminando OH. Este pico em m/z =
91 ao perder uma molécula de acetileno (CyH,) origina o cation
ciclopentadienilico (m/z = 65).

O fragmento em m/z = 107 € decorrente da perda de um hidrogénio; a
perda de CO deste fragmento origina o fragmento em m/z = 79 que,
posteriormente, elimina H, dando origem ao fragmento [CeHs]" em m/z = 77. O
pico em m/z = 51 é decorrente da perda de uma molécula de C,H; a partir do
fragmento em m/z = 77.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrontando os dados
espectrais do composto MH1, com os dados da literatura do alcool benzilico. O
espectro de massas do composto MH, apresentou um indice de similaridade

de 97 % em relag&o ao espectro da substancia original (alcool benzilico).

CH20H

Figura 67: Estrutura do composto MH+1, — alcool benzilico
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Figura 69: Comparacéao entre os espectros de massas do composto MH1, (A) e

a substancia original (B)



Tabela 20: Principais fragmentos presentes no espectro de massas do

composto MH12 com suas respectivas massas e intensidades relativas

Massa Fragmento Intensidade relativa % ‘

108 [C/HsO] 95,92
107 [C/H,0O]" 90,02
91 [C/H7]" 29,41
79 [CeH7]" 100

77 [CeHs]" 86,90
65 [CsHs]” 16,11
51 [C4H3]" 45,08

. CH:0H | ' OH
H H ® ®
- H- O -CO - He © - C2H2 Hj‘
[C4H3]+
- . + N CeHs]"
[C7HsO] * [C7H70O] [CeH7] [Col] m/z = 51
m/z =77
m/z = 108 m/z = 107 m/z =79
Composto MH+; — alcool benzilico
CHz2 —— OH CHz”
e e
—_— —_—
+ +
[C7H7] [CsHs]
m/z = 91 m/z = 65

Figura 70: Principais fragmentos presentes no composto MH 1,
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6- DISCUSSAO

Os compostos identificados no cerne de Manilkara huberi sao

encontrados em outras plantas.

O composto MH; (acido hexadecandico ou acido palmitico)
identificado no cerne de Manilkara huberi € um dos acidos graxos saturados
mais comuns em lipideos de folhas e em 6leos de sementes (GURR & JAMES,
1971; HARBORNE & BAXTER 1993). Sua presenca tem sido observada em
espéecies da familia Sapotaceae, por exemplo, nos 6leos da espécie Argania
spinosa, arvore originaria do Marrocos (REZANKA; REZANKOVA, 1999) e nas
sementes da espécie Madhuca butyracea, arvore encontrada na india e no
Nepal (BHATTACHARJEE et al., 2002). A espécie Butyrospermum parkii
pertencente a familia Sapotaceae também apresenta acido palmitico em sua
composi¢cado (THOLSTRUP et al., 1995).

McGaw e colaboradores (2002) relataram atividade antibacteriana de
acidos graxos presentes em plantas. O acido palmitico € considerado o
principal composto antibacteriano presente nos 6leos essenciais das espécies
Diplotaxis harra e Erucaria microcarpa, ambas pertencentes a familia
Cruciferae (HASHEM & SALEH, 1999). Ele também é responsavel pela
atividade antibacteriana em espécies da familia Sterculiaceae (REID et al.,
2005).

O composto MH; (acido dodecandico ou acido laurico) também é um
acido graxo saturado amplamente distribuido em plantas e é o principal
constituinte quimico em algumas sementes (GURR & JAMES, 1971). Sua
atividade antibacteriana tem sido constatada nas folhas de espécies da familia
Sterculiaceae (REID et al., 2005).

O composto MH; (acido decandico ou acido caprico) € um dos
constituintes quimicos presente nos 6leos essenciais da espécie Hypericum
linariodes Bosse (familia Hyperiaceae) usada na medicina popular por

apresentar atividade antidepressiva, antiviral e antimicrobiana (CAKIR et al.,



2005). A presencga de acido decandico tem sido evidenciada em espécies da
familia Sapotaceae (GUNASEKERA et al., 1977).

O composto MH,4 (hexadecanoato de metila ou palmitato de metila) é
encontrado em espécies de propolis (familia Salicaceae) (BANKOVA et al.,
1998) e nas sementes de Satureja thymbra e Satureja cuneifolia ambas
pertencentes a familia Lamiaceae (GOREN et al., 2003). Sua presenga nao foi

constatada em espécies da familia Sapotaceae.

Com relagao aos ésteres benzilicos ha varios relatos na literatura sobre
sua presenga em plantas. O composto MHs (hexanoato de benzila) esta
presente nos 6leos essenciais de espécies de Lippia (familia Verbenaceae) que
apresentam atividade antibacteriana (BASSOLE et al., 2003). Nao ha relatos na

literatura sobre a presenca de hexanoato de benzila na familia Sapotaceae.

O composto MHg (benzoato de benzila) foi isolado das raizes de
Cyathostemma argenteum (familia Annonaceae), planta originaria da Malasia
usada tradicionalmente no tratamento de cancer de mama (KHAMIS et al.,
2004). A espécie Gymnadenia conopsea (Orchidaceae) apresenta benzoato de
benzila nas flores (HUBER et al.,2005); as cascas das espécies Uvaria
versicolor (Annonaceae) e Tephrosia toxicaria (Fabaceae) também apresentam
benzoato de benzila como constituinte quimico (AKENDENGUE et al., 2003;
JANG et al., 2003), mas néo ha relatos na literatura sobre sua presenga em

espécies da familia Sapotaceae.

Com relacdo ao composto MH; (benzoato de 2-metilfenila) ndo ha
relatos na literatura sobre sua ocorréncia em plantas. Sua presenga foi
constatada em fontes naturais de origem marinha, tendo sido identificado na
alga marrom Padina pavonia (L.) Gaill (KAMENARSKA et al., 2002).

Os compostos MHg e MH7 sdo derivados do acido benzdico. Ha varios
trabalhos publicados sobre atividade antifungica e antibacteriana de derivados

do acido benzdico. Pode-se citar os derivados do acido benzdico isolados das



folnas de Piper lanceaefolium, Piper aduncun e Piper crassinervium (familia
Piperaceae) que apresentam atividade fungicida contra Candida albicans,
Cladosporium cladosporiodes e Cladosporium sphaerospermum (LOPEZ,
MING, TOWERS, 2002; LAGO et al., 2004). Os derivados do acido benzoico
isolados das folhas, flores, casca e raizes da espécie Gomphrena celosioides
(familia Amaranthaceae) apresentam atividade frente a Staphylococcus aureus
e Salmonella typhi (MOURA et al., 2004).

Nao ha relatos na literatura sobre a presenca do composto MHg (2-
fenil dodecano) em plantas. Este composto foi identificado pela primeira vez na

espécie Manilkara huberi (Ducke) A. Chev. neste trabalho.

O composto MHg (4-fenil dodecano ou 4-propilnonil benzeno) foi
identificado nos Oleos essenciais da espécie Capsicum annuum (paprica
vermelha) pertencente a familia Solanaceae (KOCSIS et al., 2002), mas na

familia Sapotaceae nao ha relatos sobre sua presenca.

A presenca de aldeidos tem sido relatada em varias espécies de
plantas. O composto MH;, (benzaldeido) foi extraido do éleo de améndoas
amargas da espécie Prunus amygdalus Batsch pertencente a familia Rosaceae
(BLUM & KABANA, 2004). Ele foi identificado também nas flores e nas folhas
de espécies de Gentiana (familia Gentianaceae) que apresentam compostos
com atividade alelopatica. Segundo Georgieva e colaboradores (2005) os
aldeidos sao considerados importantes aleloquimicos.

O benzaldeido pode ser atraente para alguns insetos e repelente para
outros dependendo de sua concentracdo (COSSE & BAKER, 1998;
BARGMANN et al.,, 1993; NUTTLEY et al., 2001). Além disso, ele pode
funcionar como sinergista para alguns aleloquimicos (DENG et al., 2004) e
possuir atividade antitermitica (CHANG & CHENG, 2002).

A atividade antitermitica do benzaldeido, extraido dos 6leos essenciais
das folhas de Cinnamomum osmophloeum Kaneh (familia Lauraceae), foi

testada contra térmitas da espécie Coptotermes formosanus Shiraki. Estes



térmitas sdo os maiores responsaveis pela degradagao de madeiras em paises
como Taiwan, Japao e algumas partes dos Estados Unidos. Na concentragéo
de 5 mg/mL, o benzaldeido apresentou 100% de mortalidade dos térmitas apos
1 dia de tratamento, enquanto que na concentragdo de 1 mg/mL, a mortalidade
dos térmitas atingiu 48% apods 7 dias de tratamento e 70% apds 14 dias
(CHANG & CHENG, 2002).

Além de atividade antitermitica, o benzaldeido apresenta atividade
contra fungos degradadores de madeira, dentre eles, Coriolus versicolor e
Lenzites betulina (WANG; CHEN; CHANG, 2004).

Visto que o benzaldeido apresentou atividade antitermitica e
antifangica em trabalhos realizados anteriormente, pode-se dizer que,
provavelmente, este € o composto presente em Manilkara huberi responsavel
pela sua durabilidade, conferindo resisténcia a fungos degradadores de

madeira e ao ataque de térmitas tornando-a uma madeira de lei.

O composto MHj;; (2,4-undecadienal) esta presente nas folhas de
Nicotiana tabacum pertencente a familia Solanaceae (KAWASAKI et al., 1998)
que apresenta atividade antibacteriana (AKINPELU & OBUOTOR, 2000). Nao

ha relatos sobre sua presencga na familia Sapotaceae.

O composto MHj, (alcool benzilico) estd presente na composi¢ao
quimica de algumas espécies de propodlis, como Populus spp. e Salix spp.,
ambas pertencentes a familia Salicaceae, que apresentam atividade contra
bactérias Gram-positivas e atividade antifungica (SILICI & KUTLUCA, 2005).
Espécies de Rhododendron (familia Ericaceae) originarias da Turquia
apresentam alcool benzilico nas flores (TASDEMIR et al., 2003). Ha relatos na
literatura sobre a agéo fungicida e bactericida do alcool benzilico (CHEVALIER,
CORRE, CREMIEUX, 1995). A presenga de alcool benzilico n&o foi constatada

em espécies pertencentes a familia Sapotaceae.

Fazendo uma sintese dos resultados discutidos anteriormente

podemos afirmar que os compostos MH{, MH; e MHj; (acidos graxos), MHgs e



MH- (derivados do acido benzéico), MH1y e MH44 (aldeidos) identificados no
cerne de Manilkara huberi sdo considerados aleloquimicos.

Os compostos quimicos liberados pelas plantas ou microrganismos no
ambiente e que causam efeitos benéficos ou deletérios sobre outras plantas ou
microrganismos sao denominados de substancias alelopaticas, produtos
secundarios, agentes aleloquimicos ou simplesmente aleloquimicos
(CARVALHO, 1993). Dentre os compostos identificados como aleloquimicos
destacam-se os acidos graxos de cadeia longa, os derivados do acido benzdico
e aldeidos (RICE, 1984).
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7- CONCLUSAO

L)

0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

A abordagem fitoquimica do cerne de Manilkara huberi (Ducke) A.
Chev. revelou a presenca de saponinas, flavondides, esterdides e

terpendides;

Os extratos em cicloexano, acetato de etila e metanol apresentaram

rendimentos de 0, 07%, 0, 51% e 0, 55% respectivamente;

Os extratos em cicloexano e acetato de etila apresentaram atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas, a bactéria alcool-

acido-resistente e a levedura testada;

O extrato em cicloexano foi o mais ativo;

Nenhum dos microrganismos testados teve seu crescimento inibido pelo

extrato em metanol;

Nenhum dos extratos obtidos foi ativo contra as bactérias Gram-

negativas testadas;

Este é o primeiro estudo sobre atividade antimicrobiana do cerne de

Manilkara huberi;

Foram identificados 12 compostos quimicos no cerne de Manilkara

huberi;

Os compostos MH; (acido hexadecandico), MH, (acido dodecandico),
MHj3; (acido decandico), MHg (benzoato de benzila), MH7 (benzoato de 2-
metilfenila), MH4, (benzaldeido) e MHq (2,4-undecadienal) s&o

considerados substancias alelopaticas;



% O composto MHj, (benzaldeido), provavelmente, € o composto
responsavel pela resisténcia da espécie Manilkara huberi (Ducke) A.
Chev. (magaranduba) ao ataque de fungos e cupins tornando-a uma

madeira de lei.
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8- ANEXOS

8.1- Meios de cultura

Sabouraud dextrose agar (SAB) (MELLO, 1988)

Peptona.......cccooeeeiieiiiiiiiiis 10,0 g
D(+) glicose.....oouvmmeueeiiiiiieeeeeee. 40,09
AGAr .o 15,09
Agua destilada.............cccocoeeunennn. 1000 mL
pH = 5,6

Agar nutritivo (AN) (MELLO, 1988)

Peptona.......cccceeveieiiiiiiiiiiee, 10,0 g
Extratode Carne.......cc.ccoeveevvennnnnnn. 3,09
NACl...ooe e, 5049
Agua destilada.............c.cccoeveeunnnnn. 1000 mL
AQAr... . i 15,09

Peptona.......ccccoeeiiieiiiiiiiii, 10,0 g
Extratode Carne.........occevevevennnnen. 3,09
NaCl...ooee e, 50¢g
Extrato de levedura........................ 10,0g
Glicose ou dextrose.............ccee.... 10,0 g
Agua destilada..........c.cccoceeveeeeennn.. 1000 mL
AGar. ..o 15,09



Agar Miiller Hinton (MH)

Infusdo de carne.........ccccceeeeeeeeenen. 249
Caseina hidrolisada ....................... 1759
AMiIdO oo 1,59
Agua destilada..........c..cocceeveveenne.. 1000 mL
Yo - | U 15 ¢

YNB. .o 6,79
GlICOSE.. .o, 509
Agua destilada..........c..cooveeeeeiein, 100 mL
Meio YNBD

Solug&0o TOX YNB......iiiiiieeeiieeeeeeeeeee 10 mL

Agua destilada..........c.ccocoveieeeieiieieen 100 mL



8.2- Perfis de suscetibilidade dos microrganismos-teste

Microrganismos

Staphylococcus Staphylococcus Klebsiella  Proteus

Antibidticos aureus saprophyticus pneumoniae mirabilis
Amicacina R NT S S
Ampicilina NT R NT NT
Aztreonam NT NT R NT
Cefalotina NT NT R R
Cefepime NT NT R NT
Cefotaxima NT NT R R
Cefoxitina S NT R R
Ciprofloxacina NT S S S
Eritromicina R S NT NT
Gentamicina S R S S
Imipenem NT NT S NT
Meropenem NT NT S NT
Nitrofurantoina S S R R
Norfloxacina S NT S S
Oxacilina S R NT NT
Penicilina G R R NT NT
Tetraciclina S S S R
Trimetoprim/Sulfametoxazol S R S S
Tobramicina NT NT S S
Vancomicina NT S NT NT

NT - N&o testado
R - Resistente

S — Sensivel
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