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RESUMO

A natureza tem fornecido aos pesquisadores um ndamexpressivo de
substancias organicas, sendo o reino vegetal um dess principais
contribuintes. O Brasil apresenta grande diversade plantas, dentre elas as
“madeiras de lei”. Essas apresentam utilidade n@@ar sua resisténcia fisica,
como também, seus constituintes quimicos podem ituter como inseticidas
botanicos ou na medicina por apresentarem atividbibddgica. Considerada
madeira de lei e usada na medicina popular, a dsepdgmenaea stigonocarpa
Mart ex Hayne, familia Leguminosae-Caesalpinioideaeconhecida
popularmente como jatoba-do-cerrado, foi o alvo tdegstudo a fim de
contribuir para o conhecimento fitoquimico do gémemHymenaea e
identificacdo de substancias quimicas biologicameativas. Neste trabalho
avaliou-se o perfil fitoquimico, a atividade antiondbiana pelo método de
disco de papel e a concentracao inibitéria minin@M); identificaram-se
compostos apolares do alburno da planta, o qualstdmetido a extracdo com
o0 solvente etanol e particionado entre o ciclohexan acetato de etila. O
extrato ciclohexanico foi submetido a fracionamentoeomatografico; as
fracOes obtidas analisadas por cromatografia emadsmdelgada (CDC) e em
seguida analisadas por cromatografia gasosa aceapka espectrémetro de
massas (CG - MS). O extrato em acetato de etilesgmtou CIM de 32mg/mL
frente ao microrganismo Gram-positiv®taphylococcus aureusA abordagem
fitoquimica revelou a presenca de flavondides, edtkes e triterpendides.
Foram identificados cinco compostos no extrato ah@dxanico: N-N-dietil-
decanamida (AH§, Hexadecanoato de metila (AK)S Acido hexadecanodico
(AHS3), Acido 9-octadecenodico (AH$, Acido octadecandico (AHS.



ABSTRACT

The Nature has supplied the researchers an expressumber of organic
substances, in which the plant kingdom is one o main contributors.
Brazilian flora has great plant diversity and beipgrt of it are the timbers.
They present, not only, utility due to physical r®gsnce, but its chemical
constituents can function as botanical insecticmleas medicine, due to its
biological activity. In the timbersHymenaea stigonocarpaart ex. Hayne
species, Leguminosae-Caesalpinioideae family wasoseh in order to
contribute to the phytochemical knowledge of théymenaea sort and
biologically active substance identification. Inishwork the phytochemical
profile was evaluated, its antimicrobial activityMIC (minimal inhibitory
concentration) and apolars composite identificatioh the sapwood of the
plant, which were submitted to extraction with sei ethanol and partitioned
between the cicloexane and ethyl acetate. Then, ditédoexane extract was
submitted to the chromatographic fractionative, whethe gotten fractions
analyzed by thin layer chromatography (TLC) andeafanalyzed by connected
gaseous chromatography to the spectrometer of nsa¢§68& - MS). The ethyl
acetate extracts has presenting MIC of 32mg/mL toar® — positive
microorganismStaphylococcus aureud.he phytochemical screening disclosed
the presence of flavonoids, steroids and tritergdao Five composites had
been identified: N-N-diethyl-decanamide (AK$ methyl hexadecanoate
(AHS;), hexadecanoic acid (AH¥ 9-octadecanoic acid (AH$ octadecanoic
acid (AHS).
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1 - INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais tem por objetivo diedo o
esclarecimento e registro dos constituintes resubda do metabolismo
secundario dos seres vivos, através de seu isoltamenelucidacdo de suas
estruturas moleculares. Embora compreenda, assimstado da composicao
guimica de animais e vegetais, € no campo da fitmgea que se encontra o
maior numero de trabalhos experimentais publicadosmportancia cientifica
das pesquisas desenvolvidas nesta area se tradtiaz p&los resultados obtidos
com a consecucdo de seus objetivos imediatos (®ddecidos hoje milhares
de compostos naturais) como pela aplicacdo imediata mediata desses
resultados a outras areas cientificas correlatasxré€scente desenvolvimento
de técnicas analiticas, tais como a cromatografia, o constante
aperfeicoamento dos instrumentos de analise espmétirica, tém na quimica
de produtos naturais, ao lado da bioquimica, suecppal forgca motora
(BARROSet al., 1970).

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismosdelieesa durante o
processo de evolucdo, entre os quais se incluenerdos tipos de compostos
guimicos encontrados nos diferentes tecidos vegetaonstitutivos ou cuja
sintese é induzida em resposta ao ataque de prafgaspatdogenos (CARLINI
& SA, 2002).

Aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos dialmente sao
derivados de plantas. Das 252 drogas consideradascés e essenciais pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) 11% sdo exclarsiente originadas de
plantas e um numero significante sdo drogas siné&tiobtidas de precursores
naturais (RATES, 2001).

A natureza tem fornecido um numero expressivo dessancias organicas,
sendo o0s organismos do reino vegetal um dos praisipcontribuintes. O
fascinante potencial de fornecimento de novas substas
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deve-se a significante capacidade desses organisemossintetizar os mais
variados tipos de estruturas moleculares (SALISBURROSS, 1992).

A diversidade e a complexidade das moléculas €& algalmente
consideravel e, portanto seria um desperdicio nddeaneficiar da capacidade
de sintese das plantas. Embora os vegetais contemhighares de constituintes
guimicos as propriedades terapéuticas estado eslpeeide relacionadas com os
chamados metabdlitos secundarios (SALISBURY & RO$$92).

As plantas produzem os metabodlicos secundéarios cowersas funcdes
especificas, tais como: repelentes e anti-alimergade insetos, atraentes de
polinizacdo e agentes defensores contra herbivoAgsim, sabendo-se que as
plantas podem produzir substancias que as defende@microrganismos, elas
se tornam fontes alternativas de potenciais agentadibacterianos e
antifungicos que sejam eficazes contra microrgamisnpatogénicos ao ser
humano e aos demais animais (GILMAdY al., 1996).

Muitas espécies vegetais do Brasil sdo usadas rahmente como fontes
de materiais de construcédo e carpintaria, paraitalgdo de carvao e celulose e
para extracdo de componentes quimicos com valorecoial para atender a
demanda internacional. Assim, permanecemos assistia um processo de
devastacdo desordenado e indiscriminado, sem adoter posicdo compativel
com a preservacao racional (BRAZ-FILHO, 1994).

O exterminio de espécies vegetais prejudica o épbud ambiental e
elimina um poderoso laboratério vivo de produtodmicos, muitos deles uteis
para a manutencdo do sistema ecoldgico e para imnxna cura de doencas
(BRAZ-FILHO, 1994).

A ocorréncia de substancias antibidticas desempedbaum papel na
resisténcia oferecida aos agentes antimicrobianes deterioracdo pelas
“madeiras de lei” do Brasil foi uma hipdtese comsidda por Goncalves de
Lima em 1956 a partir de resultados obtidos porguésadores europeus sobre
0s antibidticos pinossilvina e tuiaplicina de cesme madeiras como o
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Pinus silvestris e Thuja plicatg sendo o primeiro ativo contra fungos
apodrecedores de lenho, o mesmo acorrendo em relacdeta-tuiaplicina
(LIMA, 1959).

No presente trabalho foi escolhida, dentre as madeide lei, a espécie
Hymenaea stigonocarpdart ex Hayne, pertencente a familia Leguminosae-
Caesalpinioideae, tendo em vista o conheciment@ue o génerddymenaeaé
utilizado na medicina popular e de n&do haver trabal publicados sobre os
constituintes quimicos do alburno desta espécie.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Geral

B Contribuir para a quimica de produtos naturais nasda de

constituintes quimicos biologicamente ativos de miaas de lei.

2.2 - Especificos

B Preparar extratos brutos do alburnolgmenaea stigonocarpaom

0s solventes organicos etanol, acetato de etileckwlcexano.

B Realizar ensaios antimicrobianos com os extratostds de H.
stigonocarpa.

B Avaliar a concentracao inibitéria minima (CIM) destratos brutos

de H. stigonocarpa.

B Identificar por CG/MS constituintes quimicos do etb apolar de

H. stigonocarpa
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3 — REVISAO DA LITERATURA

3.1 - ConsideracOes sobre madeira

7

A madeira é um material heterogéneo, possuindo rdifees tipos de
células, adaptadas a desempenharem funcdes espexifiAs variacdes nas
composi¢cdes quimicas, fisicas e anatdémicas da mmadséo grandes entre
espécies, embora dentro da mesma espécie elas tamlgérram, em funcao
principalmente da idade, fatores genéticos e amtaisn Dentro de uma mesma
espécie ocorrem variacgdes significativas com araltdio tronco e na direcdo da
medula até a casca. Além disso, existem difereregatse o cerne e o alburno,
madeira de inicio e fim de estacdo de crescimentene escala microscépica,
entre células individuais.

As hemiceluloses juntamente com a celulose formafnagdo da madeira
denominada holocelulose. Sdo os principais poliasi@eos ndo-celuldsicos da
madeira estando sempre associados a lignina ewasd, ocorrem ao longo de
toda a parede celular.

A lignina é um polimero de natureza aroméatica eimiensional, com alto
peso molecular, que tem como base estrutural, uadade fenil-propano
ligados a grupos metoxilicos e hidroxilicos, depemdo do tipo de madeira.
Segundo SJOSTROM (1993), as unidades de fenilpropsdp mantidas juntas
tanto por ligacdes éter (C-O-C) como ligagbes cadrcarbono (C-C). A
ligacdo éter ¢ dominante, apresentando aproximad&ne€/3 ou mais das
ligacdes da lignina, e o restante € do tipo carboabono. Encontra-se
intimamente associada aos carboidratos da mademw& sO através de
entrelacamento fisico, mas também, através de @&gac quimicas
(BARRICHELO & BRITO, 1985).



VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificagdo de Constituintes Agek do
Alburno deHymenaea stigonocarpdart. ex. Hayne (jatobd)

A lignina se apresenta como o componente mais Hélrico da madeira,
atuando como material cimentante ou adesivo entwefiaras (PETTERSEN,
1984) além de conferir dureza e rigidez a paredelee.

Uma das principais propriedades das madeiras é aa rsaior ou menor
suscetibilidade em ser atacada por organismos a&gof, dentre esses,
destacam-se o0s fungos apodrecedores. Madeiras quesa@ntam elevada
durabilidade natural a esses organismos podem sstadadas por um alto grau
de nobreza, conferindo-lhes um amplo espectro deilizatdo e,
consequentemente, tornando-as mais valorizadas eocado. Sabe-se que o
grau de resisténcia aos agentes bioldgicos é muarddvel entre as madeiras,
sendo um grande numero destas caracterizadas poesaptarem elevada
resisténcia ao ataque de insetos e de fungos apedoges (OLIVEIRAet al,
2005).

A durabilidade natural das madeiras € conferidaopeteus componentes
secundarios, que na maioria das vezes se apreseatamequenas proporcdes,
mas podem, em algumas espécies, atingir valorevadi@s (OLIVEIRA &
LUCIA, 1994). Esses componentes, denominados eixtoat podem ser
retirados da madeira por 4dgua e solventes organicosno etanol, acetona,
diclorometano, metanol e etanol/tolueno, entre osfr ou mesmo por
volatilizacdo. Os extrativos que conferem durabakd@ & madeira sé&o
normalmente formados durante a transformacéo daorald em cerne, sendo de
carater fendlico e polifendlico, que se acumulams namens e paredes das

células, resultando, na maioria das vezes, numaraggo escura do cerne.

3.1.2 - Teor de extrativos

Extrativos sdo compostos quimicos acidentais, coh&rsidos ndo essenciais
para a estrutura das paredes celulares e lamelaam8do solluveis em agua ou

outros solventes orgéanicos neutros. Entre os eixtoat citam-se
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0s terpenos, as resinas, 0s 0Oleos volateis, asagraxs ceras e 0s taninos. Para
a producdo de celulose por meio de processos quisnios extrativos séo
compostos indesejaveis, reduzindo o rendimentoeguglicando a qualidade da
polpa (PEREIRAet al., 2000).

3.1.3 - Alburno e cerne

O cerne apresenta diferengcas marcantes em relag&allaurno, as quais
podem ser interessantes ou nado de acordo com azagdo da madeira.
Algumas das diferencas mais importantes séo:

a) o cerne contém mais compostos fendlicos e acedoswenos amido que o
alburno;

b) a lignina do cerne apresenta um peso molecularsnelevado e é mais
condensada;

C) 0 cerne apresenta menor teor de umidade devidedacdo da atividade
fisiolégica;

d) o cerne é menos permeavel, possui tecido manspexto e, geralmente,
menos denso que o alburno.

Contudo as diferengcas na composi¢cdo quimica, figcanorfologica da
madeira sdo variaveis entre e dentro das espéadegue leva a geracado de
produtos distintos. Tais diferencas existentes erterne e alburno fazem com
gue estes materiais tenham comportamento diferelogigdanto do ponto de
vista fisico, como quimico e morfolégico. Dessarm@, o cerne e o alburno
apresentam comportamento distinto de acordo conorand de utilizacdo da
madeira (SILVA & TRUGILHO, 2003).
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3.1.4 - Madeira de lei

A flora nacional é rica em espécies que fornecentenas de lei (PAULA
& ALVES, 1997). Observa-se a predominancia de esgcpertencentes a

familia Leguminosae.

B Phoebe porosdimbuia) - LAUREACEA

B Bowdichia virgilioides(sucupira) - LEGUMINOSAE
B Machaerium scleroxylorficaviuna) - LEGUMINOSAE
B Caesalpinia ferregpau-ferro) - LEGUMINOSAE

B Caesalpinia echinatdpau-brasil) - LEGUMINOSAE
B Tabebuia heptaphylldpau d"arco) BIGNONIACEAE
® Dalbergia nigra(jacaranda da Bahia) LEGUMINOSAE
B Torresea cearensigtcerejeira) - LEGUMINOSAE

B Cordia goeldiana(freijé) - BORAGINACEAE

B Cedrela fissilis(cedro) - MELIACEAE

B Manilkara huberi(macaranduba) - SAPOTACEAE
B Ocotea glomeratdlouro) - LAURACEAE

B Hymenaea stigonocarpgatobd) - LEGUMINOSAE
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3.2 - Metabdlitos priméarios

Uma grande porcentagem dos principios ativos dasnfals, que esta
compreendida dentro dos chamados Metabdlitos Primsaresta universalmente
distribuida e participa da atividade celular de dogker vivo e cumpre funcdes
vitais. Sdo exemplos de metabdlitos primarios: pfnas, aminoacidos, acidos

nucléicos, polissacarideos e fosfolipidios (GOTTBLEL990).

3.3 - Metabdlitos secundarios

Metabodlitos secundarios de plantasdo compostos micromoleculares
evolutivamente selecionados para conferir vantagadaptativas as plantas.
Essas substancias participam diretamente das igdesa bioquimicas de
convivéncia e comunicacdao entre as plantas e ossgasrganismos vivos no
sistema ambiental. Ao longo do processo evolutisopdantas desenvolveram
mecanismos de defesa para sua sobrevivéncia. Deadréormas de protecao
adquiridas, foram desenvolvidas rotas biossint&iea hoje conhecidas como
metabolismo secundéario — para producdo de subsé@ncocivas e toxicas aos
inUmeros parasitas e predadores (SALISBURY & RO$$92).

Flavonodides, lignanas, terpenos, alcaldides, esseréacidos graxos,
taninos, acucares, suberinas, acidos resindicoaretenoides sdo algumas das
muitas classes de compostos conhecidos como “métald secundarios”
(HARBORNE et al., 1999).
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3.3.1 - Flavonéides

Sao biossintetizados a partir fenilpropandides. So@sn 15 C no nucleo
fundamental e constituem uma classe importante @&egndis, abundantes nos
metabdlitos secundarios das plantas. Na Figura doetra-se a estrutura da

apigenina um flavonoide anticancerigeno.

OH

HO O

OH O

FIGURA 1 - Estrutura do flavondide apigenina

3.3.2 - Alcaldides

Compostos ciclicos nitrogenados farmacologicameati®os encontrados
nas angiospermas. Um exemplo representativo delstese é o antihelmintico
emetina (Figura 2).
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FIGURA 2 — Estrutura do alcaldide emetina

3.3.3 - Glicosideos cardiotbnicos

Glicosideos estereoidais caracterizados pela apeeificidade e poderosa
acdo que exercem no musculo cardiaco. Um exemppresentativo dessa

classe o qual merece destaque pela sua importénaiaigoxina (Figura 3).
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OH N

0 o 0 OH
HO%O%O%O
OH OH OH

FIGURA 3 - Estrutura da digoxina

3.3.4 - Cumarinas

Lactonas do &cido o-hidroxi-cinamo. Sao amplamedistribuidas nos
vegetais, mas podem ser encontradas em fungos ®has. Suas propriedades
farmacoldgicas e aplicacdes terapéuticas dependem sdus padrdes de
substituicdo. Sdo chamados de cumarinas 0s compogti@ apresentam como
nucleo fundamental a estrutura quimicé#l-2-benzopiran-2-ona denominada

cumarina (Figura 4).

=
e

FIGURA 4 — Esqueleto fundamental das cumarinas
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3.3.5 - Taninos

Substancias fendlicas solluveis em agua, que formamplexos insollaveis

com alcaléides, gelatina e outras

proteinas. Sacpopsaveis

pela

adstringéncia de frutos e/ou produtos. Taninos ggd®s a proteinas sao a

base de propriedades tais como controle de insetosgos e bactérias. A

do

representada na Figura 5.

HO: i
HO
HO
HO

estrutura tanino hidrolisavel -

K

C=0
HOQ

OH HO

B-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glucose

OH
OH

OH

OH
OH

FIGURA 5 — Estrutura do tanino hidrolisavdd-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glucose

esta
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3.3.6 - Triterpenos e/ou esterodides

Os triterpenos (C30) originam-se da cilclizacao esyjualeno e podem ser
triterpenos comuns, esterdoides e saponinas, pompka Os esterdides (C27)
podem ser metabdlitos dos triterpenosafamirina (Figura 6) € um triterpeno
pentaciclico com atividade antinflamatoria.

As saponinas possuem uma parte com caracteristpadilica (triterpeno
ou esterdide) e outra hidrofilica, que determingrapriedade de reducao da
tensdo superficial da agua e sua acado detergerdmudsificante. Na Figura 7
esncontra-se a estrutura quimica de uma saponiéaglucopiranosil-(+3)-
R-D-glucuronopiranosil-(3+3)]-33-hydroxioleano-12-ene-28-0ato.

FIGURA 6 - Estrutura dax-amirina
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COD-Glucose

FIGURA 7 - Estrutura da RB-D-glucopiranosil-{13)-R-D-glucuronopiranosil-(1-3)]-

3B-hydroxioleano-12-ene-28-0ato.

3.3.7 — Derivados antracénicos livres

Quinonas sdo compostos organicos que podem serid®msios como
produtos da oxidacdo de fendis. Um importante ex®emgesta classe é o

composto antitumoral lapachol que é uma naftoquen¢ligura 8)

FIGURA 8 - Estrutura do lapachol
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3.4 - Familia Leguminosae-Caesalpinioideae

A familia Leguminosae esta entre as maiores familde Angiospermas
sendo dividida em trés subfamilias: Faboideae (Papoideae),
Caesalpinioideae e Mimosoideae composta por apradiamente 650 a 700
géneros e mais de 18.000 espécies distribuidas euo to mundo,
especialmente nas regides tropicais e subtropif@@ODLAND, 1979).

No entanto, ha taxonomistas que ndo consideram esbdivisdo e as tratam
como familias independentes: Fabaceae, Caesalpa®ae Mimosaceae, por
serem as trés muito distintas entre si (BANDEL, 29%pud TELES et al,
1994).

Quanto ao numero de géneros e espécies, a subfanfhboideae
apresenta-se com aproximadamente 482 géneros e0Q2eB@pécies, seguida
pelas Caesalpinioideae com 152 géneros e 2.800césp@® pelas Mimosoideae
com 60 géneros e 3.000 espécies (BARROSO, 1991; BAROet al., 2002;
JOLY, 1998).

Na medicina popular algumas espécies da familia ubeigosae séao
utilizadas por apresentarem atividade antiinflammet antimicrobiana, anti-
helmintica, analgésica, hipoglicemiante, diuréticdigestiva, laxativa, no
combate a elefantiase, como expectorante e comtefrohepatico (FONSECA
& NOVA, 2004).

3.4.1 - O géneroHymenaea

O géneroHymenaeapertence a familia Leguminosae-Caesalpinioideae é
produtor de resina e tem uma distribuicdo anfi-atibéa (LEE &
LANGENHEIM et. al.,, 1975). A palavr&dymenaeaderiva do grego Hymeri
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e significa "deus das unides" em alusdo as duasafl(foliolos) unidas,
caracteristica das plantas deste género. O nomelpopatobad vem da lingua
tupi, va-ata-yba, que significa “arvore de frutordu (BARROSO, 1991).

Espécies desse género sdo primariamente encontread&scia amazobnica,
mas ocorrem também na América central e no lestéAfteca (PETIT et al.,
2003). Aproximadamente 25 espécies do génldymmenaeatém sido descritas
na literatura como originadas do continente amarocca Na maioria das
espécies a madeira é de alto valor comercial (MAREL al.,1974).

Ocorre em todo o Brasil, tanto em matas pluviaisnooem matas secas,
também no México, América Central, indias Ocidestaiquase todos os paises
da América do Sul. No Brasil sdo conhecidas 13 e (CORREA, 1984;
RIZZINI, 1985):

B Hymenaea altissim®ucke

B Hymenaea martiandayne

B Hymenaea splendid¥og.

B Hymenaea correan®arb. Rodr.
B Hymenaea chapadensBarb. Rodr.
B Hymenaea rubifloraDucke

B Hymenaea velutin®ucke

B Hymenaea capanemlAucke

B Hymenaea eriogyn8enth.

B Hymenaea intermédi®ucke

B Hymenaea stilbocarp&layne

# Hymenaea courbaril.

B Hymenaea stigonocarpBklart. ex Hayne
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3.4.2 - EspécieHymenaea stigonocarpa

O jatoba do campo ou jatoba do cerradbymenaea stigonocarpéFigura
9), é uma espécie caracteristica de formacBes abedb cerrado e campo-
cerrado (ALMEIDA et al., 1998). Trata-se de uma espécie possuidora de frut
adocicado e flor, muito procurada pela fauna, sembr isso, uma espécie util
nos plantios em &areas degradadas destinadas a pogao da vegetacao
arborea (LORENZI, 1998).

FIGURA 9 - Jatoba do cerraddHymenaea stigonocarpkart ex Hayne)
(Fonte: LORENZI, 1998)
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3.4.2.1 - Posicdo taxondmica déiymenaea stigonocarpa Mart ex Hayne,
segundo Barroso, 1991

REINO Plantae
FILO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Rosales
FAMILIA Leguminosae
SUBFAMILIA Caesalpinioideae
GENERO Hymenaea

ESPECIE Hymenaea stigonocarpMart ex Hayne

3.4.2.2 - Descricao botanica

E uma planta perenifélia ou semidecidua, ou sejaie gndo perde
totalmente as folhas durante o ano ou as perdeiplanente. Pouco exigente
em fertilidade do solo, € adaptada ao crescimentpleno sol ou a meia
sombra, com nitida preferéncia por solos bem dresadrloresce no periodo de
outubro a abril com pico de dezembro a marco e éoenfrutos de abril a julho
(LORENZI, 1998; ALMEIDA et al., 1998).

A arvore é caracteristica dos cerrados brasileimeslindo de 6 a 9 m de
altura podendo chegar de 30 a 50 cm de diametréromco. Sua casca possui
de 2 a 3 cm de espessura, profundamente sulcadm, cwoloracdo pardo-
avermelhada(Figura 10), com cristas planas e duras.
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FIGURA 10 — Casca do tronco ddymenaea stigonocarpa
(Fonte: LORENZI, 1998)

Apresenta inflorescéncia (Figura 11) terminal condrias flores de
coloracédo branca.

A polpa das sementes (Figura 12) é rica em calcimagnésio e além de
fornecer alimento a fauna é 6Otima para alimentab@mana. Seus frutos sao
altamente alimenticios apresentando polpa secandaea, adocicada, de sabor

e cheiro muito caracteristicos (CORREA, 1984; ROCeiAal.., 1992).

FIGURA 11 - Florescéncia do jatoba do cerradidy(menaea stigonocarp®art. ex Hayne)
(Fonte: www.serracanastra.com.br/ album/cerradat8Blh
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Os frutos (legume) sdo maiores nesta do que nasatemspécies (Figura
12), oblongos e castanho sendo bem mais robustaos ammprimento entre 10
a 20 cm e diametro entre 4 a 6 cm, contendo atéelBentes (RIZZINI, 1985).

A polpa dos frutos é consumida na forma de geléiegr, farinhas para
bolos, pdes e mingaus. Existem dezenas de recep@ms confeccdo de
bolachas, paes, bolos e mingaus com a farinha ttbfa (ROCHAet al., 1992;
SILVA et al., 1994).

1 2
FIGURA 12 — Sementes (1) e frutos (2) do jatoba do cerrado.

3.4.2.3 - Madeira do jatoba do cerrado

Seu tronco (Figura 13) fornece madeira dura, pes@eamsidade média de
0,90 g/cni), de cor vermelho-pardacenta, muito duravel quafa@ do chéo,
utilizada para construcdo pesada, esteios, vigaspoahos, carrocerias, moveis

e tonéis (LORENZI, 1998). O lenho possui duas padestintas denominadas



VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificagdo de Constituintes Agek do
Alburno deHymenaea stigonocarpdart. ex. Hayne (jatobd)

de alburno de cor branca-amarelada e o cerne devadaAvel podendo ser do

castanho-amarelado a castanho-avermelhado.

FIGURA 13 - Tora do jatobd mostrando o cerne e alburno aitsts.

O alburno chamado de madeira de inicio e o cerneheocido por madeira
de fim, apresentam modificacbes durante cada estatd crescimento. Esta
transformacdo do alburno em cerne ¢é conhecida coprocesso de
cernificacdo, sendo caracterizado pela morte daslag do parénquima radial,
consumo de amido, aumento no conteudo de extratedsloses (em alguns
géneros), consumo de oxigénio e liberacdo de, GOILVA & TRUGILHO,
2003).

3.5 - Espécies dedymenaea estudadas e atividade bioldgica

Diterpendides baseados nos esqueletos do labdabi@taamo e pimarano
(Figura 14) sao predominantes em espéciesigmenaea FARIA et al, 2004).
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/

abietano

labdano pimarano

FIGURA 14- Estrutura de diterpenéides isolados de espécieblylaenaea.

Diterpenos biciclicos foram isolados de espéciesHygnenaeacomo H.
verrucosa H. oblongifolia e H. parvifolia. Os compostos apresentados na

Figura 15 sdo exemplos desses diterpenos.
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FIGURA 15 — Estruturas de diterpenos isolados de espécieblydaenaea
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3.5.1 - Hymenaea parvifolia

Foi estudada em 1999 por Ishibashi e colaboradaeguais isolaram, da
resina do tronco, o flavondide glicosilado astilaifFigura 16) prototipo para
um analgésico muito mais potente do que varias dsogradicionalmente

usadas na clinica.

OH

OH

H O Ramnose

FIGURA 16 — Estrutura da astilbina

3.5.2 - Hymenaea palustris

Pettit et al., 2003 isolaram os flavonoides luteolina, crisoeyiphlstatina
(Figura 17). das folhas dH. palustris Esses compostos apresentaram potente
atividade inibitéria frente a patdogenos Gram-negasi como aNeisseria
gonorrhoeae. A palstatina um dos flavonodides isolados atua camibidor do
crescimento de células leucémicas linfoticas ti[B8®.
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OH OCHg3
HO o HO o
OH OH
OH O OH O
luteolina crisoeriol

palstatina

FIGURA 17 — Estruturas dos flavonéides luteolina , crisoerigialstatina.



VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificagdo de Constituintes Agek do
Alburno deHymenaea stigonocarpdart. ex. Hayne (jatobd)

3.5.3 - Hymenaea courbaril

A espécieHymenaea coubarié a espécie mais estudada até o momento. A
maioria dos trabalhos publicados relata a presenagdo de oligossacarideos e
polissacarideos.

Oligossacarideos foram isolados das sementes#ddeourbaril (LIMA et
al., 1995), e das folhas foram isolados polissacarsd@®USATO et al, 2001;
REICHERet al, 2001).

Diterpenos do tipo halimadieno (CUNNINGH. A; MARTINS.S;
LANGENHEIM, 1974) foram isolados das folhas, galhesdo tronco (Figura
18). Estes diterpenos apresentaram atividade cxiotd frente a células
tumorais humanas de ovario, linhagem A2780 (ABDERIKER et al.,2002)

COOH

COOH

FIGURA 18 — Estruturas de diterpenos do tipo halimadienoasdoes deH. courbaril
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Em 2001, Imamuraet al. isolaram das sementes diterpenos e entre eles

dois novos clerodanos (Figura 19).

FIGURA 19 — Estruturas de clerodanos isoladosHiecoubaril

Em 1972 Martin e colaboradores isolarams folhas ddd. coubaril os

sesquiterpenos—copaeno ex-cubebeno (Figura 20).

s

a—copaeno a-cubebeno

FIGURA 20 — Estruturas dos sesquiterpenos isolados das fotteeH. courbaril
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3.5.4 - Hymenaea stigonocarpa

A resina produzida pela espécid. stigonocarpa é conhecida como
"jutaicica” ou "copal", é utilizada na industria d&ernizes e como
medicamento no tratamento de cistite e problemapiratéorios (ALMEIDA et
al., 1998).

Sesquiterpenos foram isolados das folhas destacésme3-cariofileno ey-
muroleno (Figura 21) (LANGENHEIMt al, 1986).

N ° H
N
H' H g
| -
B-cariofileno y-muroleno

FIGURA 21 - Estruturas dos sesquiterpenos isolados das ®theH. stigonocarpa

Wiemeret. al., 1983 pesquisaram o efeito repelente a formigasldumas
espécies de plantas, como por exemplo o jatoba.sApfguns ensaios, 0s
autores verificaram que o epo6xido do cariofilen@ er composto responsavel

pela resisténcia nessa espécie de planta conttagqua de formigas
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3.6 - Métodos cromatogréaficos para identificacbes de dustancias

Os termos “cromatografia”, “cromatograma” e “métodoomatografico”
sdo atribuidos ao botanico Mikhael Semenovich Tswetue em 1906,
utilizou-os em dois trabalhos descrevendo suas eRpeias na separacédo dos
componentes de extratos de folhas e gema de ovde arsou colunas de
vidro recheadas com véarios solidos, finalmente didbs, e arrastou os
componentes com éter de petrdleo (NE&Dal., 2003).

O nome deriva-se das palavras gregas “chrom” (cer)' graphe ”
(escrever), embora o processo ndo dependa da ocaete para facilitar a
visualizagdo dos componentes separados. Entre osdné modernos de
analise, a cromatografia ocupa um lugar de destatpmdo a sua facilidade
em efetuar a separacao, identificacdo e quantificagas espécies quimicas,
por si mesma ou em conjunto com outras técnicasrumsentais de analise,
como, por exemplo, a espectrofotometria ou a egpecetria de massas
(CAZES, 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de sega@lo de
componentes de uma mistura, realizada através dsriduicdo destes
componentes entre duas fases, que estdo em cométmo. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra se movaveédrdela. Durante a
passagem da fase movel sobre a fase estacion&iapmponentes da mistura
sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forgqua cada um dos
componentes é seletivamente retido pela fase esmbacia, resultando em
migracdes diferenciais destes componentes (COLLIBRAGA, BONATO,
1990).

Entretanto, considera-se que a classificacdo maisportante em
cromatografia baseia-se no mecanismo de separagae, pode ser por
processos fisicos, quimicos ou mecanicos. Os praxesfisicos sdo de
sorcado-adsorcado (particdo) e sdo baseados prinvigale em atracdes
eletrostaticas ou dipolares (forcas de Van der W)alincluindo a formacéao
de pontes de hidrogénio. Quando se trata de umdedlicomo silica ou

alumina, como fase estacionéria, a adsorcdo dotesalaorre na interfase
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entre o soélido e a fase movel, devido a presencgmgos ativos nas suas
superficies.

A desorcdo do soluto implica na volta deste a fasével. Este é o
mecanismo mais comumente encontrado em cromatografm camada
delgada (CDC), em cromatografia gas-solido (CGSpneatografia liquido-
sé6lido (CLS) e cromatografia supercritica com faestacionaria soélida
(CSS).

3.6.1 - Cromatografia por adsorcgcao

Considera-se a cromatografia quando se usa umanaolecheada com
um solido (fase estacionaria) e uma fase movel idgu onde a sorcgéo
isotérmica (adsorcédo) refere-se a um aumento deaceommacdo do material
(que estd em excesso na fase movel) entre as sepesfdas fases movel e
estacionaria. Esta cromatografia em coluna (adsmyrcédpode ser
primeiramente escolhida porque é tecnicamente nsamsples ndo exigindo
instrumentacdo esmerada.

Dependendo do tamanho da coluna usada, é facilmaplieada para fins
preparativos, devendo ser monitorada, principalmemor cromatografia em
camada delgada. A fase mével, quando estad passatrd@és do adsorvente
na coluna, arrasta consigo 0s componentes da amogtre esta sendo
cromatografada (Figura 22). A velocidade de movitoedescendente de um
componente depende de sua adsorcado pela fase eséam@, isto €, quanto
mais fracamente o componente for adsorvido maisid@pé sua passagem
pela coluna, e vice versa.

Entdo, quanto maior a diferenca entre os coefi@ende adsorcdo, mais
completa serd a separacdo do composto (terd& maiau ge pureza). Esta
separacdo dos componentes de uma mistura é dewdbfarencas nas forcas
de adsorcdo (forcas eletrostaticas de Van der Waalstre eles e o
adsorvente (COLLINS, BRAGA, BONATO, 1990).
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FIGURA 22 — Coluna cromatografica, modelo classico

3.6.2 - Cromatografia em Camada Delgada (CDC)

Cromatografia em camada delgada (CDC) consiste eparsacao dos
componentes de uma mistura através da migracaoreatifeal sobre uma
camada delgada de adsorvente retido sobre uma Haopeplana. Esta técnica
teve inicio com os trabalhos de Izmailov e Shrailmen 1938, sendo que
somente a partir da década de 60 passou a sernaemt@ utilizada, de tal
forma que hoje é praticamente indispensavel em quwed laboratério que
envolva analise de substancias organicas e orgatédimas.

O grande desenvolvimento desta técnica € conseqéénatural das
multiplas vantagens que ela oferece, tais como:ilfaamompreensdo e
execucao, separacdes em breve espaco de tempoatMelade, grande
reprodutibilidade e baixo custo. Pode ser de apmldma analitica ou
preparativa, cuja escala esta na dependéncia da&sespa da camada de

adsorvente e da amostra em analise (CAZES, 2001).




VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificacéo de Constituintes Ageb do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatob&)

3.6.3 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria deassas

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser selwar, utilizando a
técnica denominada “Cromatografia Gasosa”. A sep@oa baseia-se na
diferente distribuicdo da amostra entre uma faseadenaria (sélida ou
liguida) e uma fase mével (gasosa).

A cromatografia gasosa €& uma técnica com um poderrésolucéado
excelente, tornando possivel, muitas vezes, analesselezenas de substancias
presentes em uma mesma amostra. Um dos principaitsvos que tornam a
cromatografia gasosa de uso bastante acentuadsua aensibilidade, a qual
faz com que haja necessidade de apenas pequenasidades de amostra, o
que em certos casos, € um fator critico e limitautdlizacdo de outras
técnicas. E importante salientar ainda, que a crogmfia gasosa é
excelente como técnica quantitativa, sendo possavebtencdo de resultados
guantitativos em concentracdes que variam de pigmgs a miligramas.

A espectrometria de massas (EM) utiliza o movimerde ions em
campos elétricos e magnéticos para classifica-lesadordo com sua relacao
massa-carga. Desta maneira, a espectrometria desamag® uma técnica
analitica por meio da qual as substancias quime&s identificadas, atraveés
da separacdo de ions gasosos de acordo com o calédfroco e magnético. O
instrumento que realiza essa operacdo é conhectdonocespectrometro de
massas.

A EM oferece informacdo qualitativa e quantitatisabre a composicao
atobmica e molecular de materiais inorganicos e argés (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 1990). A cromatografia gasosa assmaE a
espectrometria de massas (CG/MS) tem sido consttberama técnica
analitica adequada para a analise de misturas caagl Tem, no entanto, a
grande limitacdo de ser aplicavel apenas a molécuédativamente volateis e

termicamente estaveis.
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3.7 - Agentes antimicrobianos

Os farmacos usados no tratamento de doencas irdsasi Sao
denominados agentes antimicrobianos. Este termesq@asa ser utilizado a
partir da descoberta da penicilina por Fleming e®29, primeiro antibidtico
a ser produzido em escala industrial (ANDREAZZA,0D) FRANCO, 2003;
SOUZA et al., 2003).

O termo antibiético pode ser definido amplamentemoo substancia
biossintetizada por um ser vivo com capacidade mi®ifr microorganismos
e/ou bloquear o crescimento e replicacdo celularesm concentracoes
relativamente pequenas. Do mesmo modo, a denommapémioterapico
caracteriza o tratamento de doencas por meio dstémlecias quimicas obtidas
sinteticamente. Portanto, o que diferencia os dtésmos acima citados,
utilizados muitas vezes como sinénimos, é a origegos mesmos (SILVA,
1998).

Algumas classificacdes sdo propostas para os adtidos, de acordo com
diferentes critérios. SILVA (1998) classifica-os deordo com sua estrutura
guimica, origem, farmacocinética e farmacodinamiEatretanto SOUZAet
al. (2003) dividi-os como especificos e inespecificaguando contra o
organismo invasor sem afetar o hospedeiro, ou capale matar ou inibir o
crescimento microbiandn vitro, sendo considerados como desinfetantes,
antisépticos, germicidas, biocidas, esterilizantegslesinfetantes. Estes ndao
sdo chamados de quimioterapicos e sao de uso examgnte topico.

Outra classificacdo baseia-se nos tedteyvitro da atividade dos agentes
antimicrobianos. Nesta, sdo classificados como &geibactericidas, matando
0S microorganismos durante a fase de crescimengariomico, onde ha
aumento da susceptibilidade devido ao aumento dwadside metabdlica; ou
bacteriostaticos, que atuam apenas prevenindo acemento microbiano
(SILVA, 1998; SOUZAet al., 2003).
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Os mecanismos de acdo dos agentes antimicrobianmomduem os
principais pontos: inibicdo da sintese do peptidezeno da parede celular
bacteriana; lesdo da membrana citoplasméatica, faterdo nas funcdes
desta; interferéncia na sintese de acido nucléicpr@teinas quer seja na
interferéncia da sintese e replicacdo de DNA, ou intbicdo da RNA-
polimerase dependente de DNA; e inibicdo compedéitida sintese de
metabdlitos essenciais (TORTORét al., 2001). A Figura 23 ilustra alguns

mecanismos de acdo antimicrobiana.
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FIGURA 23 — Esquema do mecanismo de acdo dos antimicrobianos
(FONTE: CUMMINGS, 2004)

3.7.1 - Resisténcia aos antimicrobianos

Alguns microorganismos desenvolvem resisténcia aosimicrobianos
utilizados. Os principais mecanismos desta resici®rsdo realizados através

de inativacdo enzimética, como penicilinases, cefpbrinases,
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enzimas modificadoras de aminoglicosideos de bazséGram-positivas e
Gram-negativas; receptores alterados, expressasalieracdes ribossdémicas,
alteracdes de DNA girase, enzimas bacterianas ad@s; e transporte
alterado do antibiotico, por alteracdes nas prodsimla membrana externa,
forca protdonica reduzida e transporte ativo a pada célula bacteriana
(KONEMAN et al., 1997).

Nas Uultimas trés décadas, apesar de as industrimsnafcéuticas
produzirem um expressivo numero de novos antibiddic a resisténcia
microbiana a essas drogas também aumentou. Em ,gasalbactérias tém
habilidade genética de adquirir e de transmitir ise®ncia as drogas
utilizadas como agentes terapéuticos. O problemaedasténcia microbiana é
crescente e a perspectiva futura do uso de drogéasiecrobianas, incerta.

Torna-se urgente adotar, portanto, medidas paraeendr o problema,
entre elas o controle do uso de antibiéticos, oede®lvimento de pesquisas
para uma melhor compreensdo dos mecanismos gersétdzo resisténcia
microbiana e a continuacdo dos estudos acerca dashdrogas sintéticas e
naturais (NASCIMENTOet al., 2000)

3.7.2 — Consideracdes sobre os microrganismos testados

B Staphylococcus aureus

Sédo cocos Gram-positivos aerébios ou anaerobioslfativos, crescendo
melhor em anaerobiose, coagulase-positiva e querreao tipicamente em
agrupamento como cachos de uvas nos esfregacosd@®reE o patdégeno
humano mais importante entre o0s estafilococos, eenamplamente
distribuidos na natureza e podem ser isolados debieamies ou como
habitantes comensais da pele, mucosas e outroessttorpdéreos dos seres
humanos. Embora faca parte da microbiota humanaiabrpode
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produzir infeccdes oportunistas importantes em ¢odds apropriadas. Séao
responsaveis por impetigo, furdnculo, abscesso, emmwielite, artrite

infecciosa e intoxicacao alimentar (KONEMA&t al., 2001).

B Bacillus subtilis

Sdo bacilos Gram-positivos, aerébios ou anaerdbfi@sultativos que
produzem endosporos. A maioria das espéd@asillusisolada em laboratério
clinico é contaminante saproéfita ou integrante diarobiota humana normal.
Sdo encontrados habitando o solo, o ar e a a4guéretamto, nem todos os
isolados sdo contaminantes ou saproéfitas inoferssivdma variedade de
espécies do génemMacillus causa infec¢cdes oportunistas graves, associadas a
morbidade e mortalidadeUma das espécies que ocasionalmente pode ter
importancia clinica e deve ser considerado patégemportunista é oB.
subtilis. As infeccfes causadas abrangem septicemia, enddeasdmilar a
gangrena gasosa por clostridios, fasciite necrasarironcopneumonia,
pneumonia necrosante, meningite, peritonite, enalofite (KONEMAN et
al., 2001).

B Escherichia coli

Sdo bacilos Gram-negativos, aerobios e anaerobi@aultativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. E a ciepdacteriana mais
comumente isolada em laboratorios clinicos. Encamtise habitando o trato
intestinal de seres humanos e outros animais. Esé&lwolvidos em
septicemias por Gram-negativos, gastroenteritesmeckoque induzido por
endotoxinas. As infec¢cdes do trato urinario e deidas, a pneumonia em
pacientes imunocomprometidos e as meningites emna®s S&do0 outras
formas comuns de infec¢cdo causadas porcoli (KONEMAN et al,, 2001;
RAVEL, 1997).
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B Klebsiella pneumoniae

Sdo bacilos Gram-negativos, aerobios e anaerobi@aultativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Estédplamente distribuidas na
natureza e no trato gastrointestinal de seres hw®maa outros animais. A
espécie K. pneumoniae é responsavel pela denominada pneumonia de
Friedlander, uma pneumonia necrosante resistente quase sempre forma
cavidades e é tipicamente observada em alcodladgrascientes debilitados.
Constitui também uma importante causa de infecca@gguiridas em hospitais
(KONEMAN et al.,, 2001).

B Enterobacter sp.

Sdo bacilos Gram-negativos, aerobios e anaerobi@aultativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Encomsa amplamente
distribuidas nas aguas, esgotos, solos e vegetassdo associadas a uma
variedade de infec¢cOes oportunistas que afetam ias urinarias e o trato
respiratorio, causam também septicemia e meningKk©ONEMAN et al,
2001).

B Pseudomonas aeruginosa

Sdo bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, t@stente aerobios.
Sdo encontrados habitando o solo, a agua nédo paleido intestino de
animais. Entre as espécies ®Pseudomonasa que estd mais envolvida em
doencas humanas é R aeruginosa.A infeccdo é especialmente prevalente

em pacientes hospitalizados, em especial aquelesg@ves doencas de
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base, como o cancer, queimaduras, fibrose cistiicemia aguda e
transplante de oOrgdos; a alta mortalidade causada ¢stas infeccdes
oportunistas, deve-se a uma combinacdo de fatoremoc as defesas
enfraquecidas do hospedeiro, resisténcia bacteriama maioria dos
antibidticos e a producdo de enzimas extracelul@&eésxinas (HENRY, 1999;
KONEMAN et al.,, 2001).

B Salmonella sp

Sdo bacilos Gram-negativos, aerdbios e anaerdbi@aulfativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Nao hs@apedeiros normais do
trato gastrintestinal e indicam sempre uma fonterdeccdo do ambiente. As
infecgcbes humanas produzidas por este género el georrem por ingestao
de alimentos, agua ou leite contaminado por fezemdnas ou de animais
(KONEMAN et al.,, 2001; RAVEL, 1997).

B Mycobacterium smegmatis

As micobactérias sdo bacilos aerdbios ligeirameguevos ou retos, néao
moéveis, alcool-acido-resistentes. A superficie kaiina das bactérias do
género Mycobacterium é rica em acidos micélicos (lipidios complexos,
ramificados, com cadeias longas). Estes lipidiosnaon a membrana das
micobactérias pouco permeavel aos corantes usuaialéan disso, confere-
lhes a propriedade de alcool-acido-resisténcia. é&Ndanto, o emprego do
calor e de uma solucdo corante fenolada (fucsinaisdl), permite corar o
protoplasma das referidas bactérias. As micobaat@apresentam-se como
finos bacilos vermelhos, ligeiramente encurvadosue qse destacam
nitidamente do fundo azul da lamina. @. smegmatis€ uma micobactéria
saproéfita e raramente patogénica associadas a ¢ como doenca
pulmonar (HENRY, 1999; RAVEL, 1997).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1- Material botanico

Alburno de Hymenaea stigonocarpavart. ex Hayne, ou seja, parte

lenhosa entre a casca e 0 cerne.

4.1.2 - Coleta e identificacao do material botanico

Hymenaea stigonocarpdart. ex Hayne foi coletada na localidade de
Cupins no municipio de Caxias, Maranhdo e identfia pelo botanico
Professor Goncalo Mendes da Conceicdo da Univedsdastadual do Piaui
(UESPI). Um exemplar (tora) foi gentilmente cedidwara estudos ao
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da UFPE

4.2- Abordagem fitoquimica

Com o alburno seco e pulverizado foram analisadagrancipais classes
de compostos presentes através da metodologia dagoor COSTA em 1982.
Na Tabela 1 encontram-se os nomes dos testes qastiftcam algumas
classes de compostos presentes na planta.

TABELA 2 Testes que identificam as classes de compostoseptes na planta

Classes Testes
Alcaldides Dragendorff, Mayer
Esterdides e terpenos Liebermann-Burchard
Taninos Cloreto férrico
Saponinas Espuma

Flavondides Shinoda




VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificacéo de Constituintes Ageb do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatob&)

4.2.1 - Alcaldides

A investigacdo da possivel presenca de alcaloideplanta foi feita por
ensaios confirmativos especificos, que consistem cddssolver cerca de 19
grama da planta seca em 10mL de HCI 0468, a 1%, em seguida aquecer a
mistura em banho-maria a 10D por 2 minutos, filtrando a solucéo,
utilizando-se aliquotas do filtrado para determi@@a¢ da presenca de

alcald6ides conforme os testes descritos na Tabela 2

TABELA 2- Testes para determinacao de alcaloides.

Testes/reagentes Confirmacgao
Dragendorff Aparecimento de precipitado vermelho alarawjad
Mayer Aparecimento de precipitado esbranquicado

4.2.2 - Esterdides e triterpendides

Os esterdides e triterpendides tiveram sua presebhet@rminada pelo
teste de Liebermann-Burchard, que consiste em tooeaica de 1g da planta
seca em tubo de ensaio e dissolver em 3mL de céomoifo (CHCL), filtra-se
a solucdo, junta-se ao filtrado 2mL de anidrido tam® e agita-se
vagarosamente. Adicionar a solucdo obtida 5 gotasHdSO, concentrado
(pela parede do tubo).

O aparecimento sucessivo de cores do roseo aoeaxelrde caracterizara

a presenca de esterdides e triterpendides.
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4.2.3 - Flavondides.

A presenca de flavondides foi determinada pelo desite Shinoda.
Mistura-se 1g de material triturado em 5mL de meian(MeOH)
permanecendo durante 5 min em repouso, ap6s estedme a mistura é
filtrada e ao filtrado adicionado 1 mL de acido dhirico (HOCI)
concentrado. A solucao é colocada em contato coma tita de magnésio.

O aparecimento de coloracao rosa caracteriza aegmiges de flavonoides.

4.2.4 - Saponinas

As saponinas foram avaliadas pelo teste de espusnu@, consiste no
tratamento de cerca de 1g da planta seca e triurath 5mL de agua
destilada colocados em tubo de ensaio. Ap0s agdaggorosa por cerca de 5
minutos.

A formacao de espuma persistente por 30 minutoslenviia a presenca

de saponinas.

4.2.5 - Taninos

Os taninos tiveram sua presenca avaliada pelo neetbhmcloreto férrico,
onde, trata-se cerca 1g da planta com 10mL de AadiHra-se, sendo o
filtrado testado com solucdo de cloreto férrico%.1

O surgimento de uma coloracdo ou precipitado veodeazul indicara

reacao positiva para taninos.
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4.3- Obtencao dos extratos brutos

A preparacao dos extratos brutos para posteriotiza@do dos ensaios
antimicrobianos e cromatograficos partiu da macéoagde 400g do alburno
de Hymenaea stigonocarpgaeco e triturado em moinho.

Foi utilizado o solvente etanol (EtOH) por um petéode total de dez
dias, tendo sido realizadas trés extracdes nesto@pe, cada uma delas com
dois litros do solvente. Houve agitacdo manual dacd4h. Apos o periodo de
maceracao ocorreu a filtragem e reducdo do solvemieevaporador rotativo
a pressao reduzida.

Ao extrato etandlico obtido foi adicionada agua tilesla e logo apos
ciclohexano (GH,,) para realizar a particdo, utilizando-se funil gkeparacéao,
ap6s a separacdo da porcdo ciclohexanica, foi zadh uma dissolugdo em
acetato de etila (AcOEt). Os extratos foram concatidés em rota evaporador.

O esquema para obtencdo dos extratos brutos ena@®etma Figura 24.
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Alburno da planta
(4009)

Extracdo com EtOH (2 L)

Extrato etandlico

Parti(;éo HzO/CeH 12

Fase aquosa Fase organica

(extrato ciclohexanico

Bioensaio

Particdo H2O/AcOEt

Fase aquosa Fase organica
(extrato etandlico) (extrato AcOEt)

Liofilizagéo Bioensaio

Bioensaio

FIGURA 24 — Esquema da obtencdo dos extratos brutos
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4.4 - Atividade antimicrobiana

4.4.1 — Microrganismos testados

Os microrganismos (Tabela 3) usados para o teste adiwidade
antimicrobiana foram cedidos pelo Laboratério delggdo de Culturas do
Departamento de Antibioticos da Universidade Fetled® Pernambuco
(UFPEDA), pelo Setor de Bacteriologia do LaboratdRronto Atendimento
do Hospital S&do Marcus (PASM), Recife-PE e pelo pital Oswaldo Cruz da
Universidade de Pernambuco (HUOC).

TABELA 3 - Microrganismos utilizados na avaliacdo antimibr@na dos extratos brutos.

Microrganismos / Bactérias Registros

Gram-positivas

Staphylococcus aureus UFPEDA 02 / PASM 18260 / SA18 / SA60 / SA69 / SA28
Staphylococcus epidermidis HUOC 804
Streptococcug-hemoliticoC HUOC 802

Bacillus subtilis UEPEDA 16

Gram-negativas

ESCherIChla COII UFPEDA 224/ HUOC 873/ HUOC 778

Klebsiella pneumoniae PASM 18252/

Enterobacter cloacae ATCC 15012

PseUdomonaS aeruginosa PASM 18224 / ATCC 27853 / HUOC 820 / ST931LP941

Salmonella enteritidis UFPEDA 414

Alcool-acido- resistentes

Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71

Os meios de cultura utilizados para manutencdo dusrorganismos
foram: agar nutriente (AN) para as bactérias Gramsifivas e Gram-
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negativas e &gar glicose/extrato de levedura (Ghyapa bactéria alcool-
acido-resistente todos foram conservados a tempeaade 4°C.

4.4.2 - Método de difusdo em disco de papel

No método de difusdo em disco de papel (BAUER al., 1966) as
amostras de cada extrato bruto foram solubilizasas dimetilsulfoxido
(DMSQO) para obtencdo de solugbes com concentracdes 64mg/mL,
100mg/mL, 200mg/mL e 300mg/mL.

De cada microrganismo-teste foi obtido um indculomc 24 horas de
crescimento nos meios agar nutritivo (AN) para astérias Gram-positivas e
negativas e &agar glicose/extrato de levedura (Q@bkya a bactéria alcool-
acido-resistente. ApdGs este periodo, foi preparanta suspensao de células,
de cada microrganismo, em cloreto de sodio (Na®%), ou agua destilada
esterilizada e transferido material suficiente paaéingir uma turbidez
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland oeipradamente 10
UFC/mL) (KONEMAN, 1997). E transferidas para placds Petri (90 mm)
contendo o meio agar Miller-Hinton (MH) e depositados discos de papel
(6 mm), estéreis, impregnados com 20 pL das solscdes extratos brutos
por disco de papel, em seguida incubadas a 37°Grder 24h(GROVE &
RANDAL ,1955; BAUERet al.,1966)

Os experimentos foram realizados em duplicata e esultado final
corresponde a média aritmética dos halos de inibic&xpressa em
milimetros.

Para o controle negativo (branco) foram utilizaddsscos de papel
embebidos com dimetilsulféxido (DMSO). A Figura Zpresenta o desenho
esquematico do teste de atividade antimicrobianla peétodo de difusdo em

disco de papel.
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FIGURA 25 - Esquema do teste de atividade antimicrobiana pdéusfio em disco

4.4.3 - Concentracgéo inibitéria minima (CIM)

A menor concentracdo de um agente antimicrobianoce gmpede
crescimento visivel de um microorganismo no tes&e gknsibilidade por
diluicAo em &gar ou caldo

A determinacdo da CIM foi realizada baseada naswasr NCCLS/CLSI

(2000) com algumas modificacfes
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A partir de uma solugdo-mae da substancia, de cotmraedo igual a 1280
mg/mL, foram realizadas diluicbes sucessivas dem@@énL, 64mg/mL, 32
mg/mL e 16 mg/mL em caldo Mueller-Hinton. Em segajdfoi adicionada
25uL da suspensdo do microrganismo. O experimento fealizado em

microplacas (96 poc¢os) contendo 20D de volume final.

Para o controle positivo foi utilizado um testemonl{T), contendo
apenas o meio de cultura e a suspensao do micresg@n para comparacao
do crescimento microbiano. Para o controle negatiecsolvente, foi inserido

ao meio de cultura, o solvente DMSO e a suspensimitrorganismo.

As microplacas foram incubadas a uma temperatura 3@deC e os
resultados foram avaliados apo6s 24 horas. E apde periodo dos pocos
onde ndo apresentaram crescimento visivel a olhofemam transferidos 24
da suspensédo para placas de Petri contendo meicutteira agar Miueller
Hinton e incubados a temperatura de®G7 Os resultados foram avaliados

apés 24 horas.

4.5- Métodos cromatograficos

O fracionamento do extrato ciclohexano foi realiaaglor cromatografia
em coluna classica. Foram utilizadas colunas deovidom comprimentos e
diametros variados, tendo-se como suporte silick6fe Merck® (particulas
0,063 - 0,200 mm).

As fracdes obtidas na cromatografia em coluna foraombmetidas a
cromatografia em camada delgada (CDC) para ver¢doa da pureza.
Utilizaram-se placas prontas de polietileno POLYGRASIL G/UV;,54. AS
placas de CDC foram reveladas sob radiacdo ultd@t@dcom comprimento
de onda de 254 nm e com vapores de iodd. (I
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4.6- Fracionamento do extrato ciclohexano dedymenaea stigonocarpa

O fracionamento cromatografico do extrato cicloheaa(700 mg) em
coluna de silica gel 60 foi realizado usando-sai¢mlo e acetato de etila no

seguinte gradiente de polaridade:

B Tolueno 100%

Tolueno / acetato de etila (95: 5)

Tolueno / acetato de etila (90:10)

Tolueno / acetato de etila (80:20)

Tolueno / acetato de etila (50:50)

B Acetato de etila 100%

4.7- Métodos espectroscoépicos

O extrato bruto em ciclohexano e as fra¢cdes foramalisados por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro dssas (GC - MS).
Através de um sistema de injecdo, foram introdusidem uma coluna
contendo a fase estacionaria.

O equipamento utilizado foi um modelo SHIMADZU QPHI) empregou-
se uma coluna DB-5 de 30 m de comprimento com On2& de diametro
interno e 0,25 pm de espessura do filme. Utilizeu-e gas hélio, a
temperatura da coluna foi entre 60°C e 280°C e kwesde empregado foi

diclorometano (CHCI,).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Abordagem fitoquimica

A abordagem fitoquimica do alburno d&ymenaea stigonocarpeevelou
a presenca de flavonodides, esterdides e terpenodité® foi detectada a
presenca de saponinas, alcaldides ou taninos noratbdesta planta (Tabela
4).

TABELA 4: Resultado da abordagem fitoquimica dldurno de Hymenaea stigonocarpa

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

Estes resultados corroboraram com os obtidos enrasuespécies de
Hymenaeaestudadas e citadas na literatura, pois, nestesdest verifica-se
que predominam entre as classes de compostos iaslad terpendides e
flavondides. Imamura e colaboradores em 2001 isotardas sementes de
Hymenaea courbarilterpenos e Abdel-Kadeet al. em 2002 isolaram das
folhas, galhos e tronco dessa mesma espécie tegpdpettitet al. em 2002
isolaram flavonoides das folhas deymenaea palustris E das folhas de
Hymenaea stigonocarptambém foram isolados terpenos (LANGENHE M
al., 1986.

Os terpendides constituem uma das mais diversiasadtlasses de

compostos quimicos caracterizadas em todas as gdamtsdo responsaveis
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por uma grande diversidade de estruturas propomlemdoe um enorme

potencial para as interacfes fisioldgicas e ecaldgidas plantas (SIQUEIRA

et al,, 2003).

5.2- Rendimento do processo de obtencdo dos extratosrubos de

Hymenaea stigonocarpa

Partindo-se de 400g do alburno da planta obtives®mes seguintes

rendimentos expressos em percentagem (Tabela 5):

TABELA 5: Rendimento dos extratos brutos Hgmenaea stigonocarpa

Rendimento

Extrato bruto Peso
Ciclohexano 1,19 0,275%
Acetato de etila 6,89 1,7%
Etanol 7,49 1,85%




VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificacéo de Constituintes Ageb do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatob&)

5.3- Atividade antimicrobiana por difusdo em disco depapel

Os ensaios antimicrobianos foram realizados utilid@a-se bactérias
mantidas em Colecdo de culturas (Tabela 6) e batéprovenientes de
isolados clinicos (Tabelas 7 e 8), as quais tendeapresentar resisténcia aos

antimicrobianos comumente empregados em clinica.

TABELA 6 - Resultados da atividade antimicrobiana dos extralbostos deHymenaea
stigonocarpafrente aos microrganismos mantidos em Colecdo deuCa (UFPEDA)

Bactérias Concentracdes (mg/mL)
64 100 300
E A C E A E A
Staphylococcus aureus 10 14 10 13 20 16 27
Bacillus subtilis - 10 - 16 16 20 22
Escherichia coli - - - - 10 12 17

Klebsiella pneumoniae - - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa 8 - 9 NT NT NT NT
Salmonella enteritidis - 11 9 NT NT NT NT
Enterococcus faecalis - 12 9 NT NT NT NT

*E=extrato em Etanol; A= extrato em Acetato de eti@=extrato em Ciclohexano, NT=
nao testado, (-)= auséncia de inibic&do; resultabtbtido pela média dos halos inibicdo em
mm.

Dentre as bactérias testadas, a Gram-posi8vaphylococcus aureufi
a mais sensivel,apresentando o maior halo de inibigdo, 27mm na
concentracdo de 300mg/mL (Figura 26) e 14mm na eatv@cao de 64mg/mL
(Figura 27), do extrato em acetato de etila. A lga@@ Gram-negativa
Klebsiella pneumoniadoi resistente aos extratos em todas as concenésco
testadas. Na concentragdo de 64mg/mL houve inibigdocrescimento das
bactérias Gram-negativaBseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis
pelos extratos ciclohexano e acetato de etila, sgpmeando modestos halos

(9mm a 11mm).
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ETAMNOL ACETATO DE ETTLA

ALBURNO ALBTTRNO \

Al A7

FIGURA 26 - Halos de inibicdo dos extratos brutos em EtOH ekt (A;= 100 mg/mL /
A,= 300 mg/mL) deHymenaea stigonocarpaMart. ex Hayne frente ao microrganismo
Staphylococus aureuda colecédo de cultura (UFPEDA).

FIGURA 27-Halos de inibicdo formado pelos extratos brutosrtla(E), Acetato de etila
(A) e Ciclohexano(C), na concentragdo de 64mg/mLente ao microrganismo
Staphylococus aureudJFPEDA).
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5.3.1 Atividade antimimicrobiana frente a isolados clinios

Ensaios antimicrobianos preliminares foram reali@gadcom os extratos
AcOEt e EtOH, em concentracdes de 200 e 300mg/mkente a
microrganismos patdégenos isolados do LaboratérionPos Atendimento S&o
Marcos (PASM), e os resultados estdo expressosatelh 7.

Das bactérias Gram-negativas testadasPs®udomonas aeruginostoi
sensivel apresentando halo de inibicdo varianddl8lea 16 mm nos extratos
brutos. Essa inibicdo € importante devido a varcapas deP. aeruginosa
mostrarem-se resistentes a muitos antibidéticosegiientemente provocarem
infeccdes hospitalares (SILVA, 1999).

TABELA 7 -Resultado da atividade antimicrobiana dos extrabogstos em AcOEt e EtOH
do alburno frente a isolados clinicos (PASM).

AcOEt EtOH
200mg/mL 300 mg/mL  200mg/mL 300mg/mL

Microrganismos

Staphylococcus aureus 13 14 11 13
Escherichia coli 9 12 9 9
Klebsiella pneumoniae - - - -

Pseudomonas aeruginosa 13 13 13 16

Novos ensaios foram realizados com intuito de dimina concentracao
dos extratos, bem como de avaliar a conservagaont®ssmos.

Varias linhagens de bactérias Gram-positivas e Gnagativas isoladas
de pacientes, provenientes de diferentesi, do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz foram cedidas para a nova avaliacdoTakela 8 exibe os
resultados encontrados, dados pela média entreifasedtes cepas testadas.
No Anexo 2 encontra-se uma listagem com os perkssdscetibilidade de

microrganismos aos antibioticos.
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TABELA 8 - Resultado da atividade antimicrobiana dos extraltostos em EtOH, AcOEt
e CsH,, do alburno frente a isolados clinicos, a uma carnicagdo 64mg/mL (HUOC).

Cepas* EtOH AcOEt CeH1o
Escherichia coli 9 9 9
Pseudomonas aeruginosa 9 9 -
Streptococcug-hemoliticotipo C - 15
Staphylococcus aureus 12 14 9

Klebsiella pneumoniae - - -

Enterococcus faecalis - 12 -

*|solados clinicos provenientes de variosi.

5.4- Atividade antimicrobiana em meio liquido

O microrganismo testado na avaliagcdo da atividadé&naicrobiana em
meio liquido foi a bactéria Gram-positivBaphylococcus aureus.

Os resultados da concentracdo inibitéria minima (Cklos extratos gH;o,
AcOEt e EtOH, respectivamente, estdo descritos rebela 9 e a sua
comprovacdo pode ser observada nas Figuras 28, 20 ende ha nas placas
de Petri, contendo meio de cultura MH, mosrtandoreproducédo do
crescimento bacteriano onde os extratos testadosfo@m ativos.

Os extratos brutos do alburHgmenaea stigonoparpdestados foram
ativos em meio liquido, sendo o extrato em acetddoetila 0 que apresentou
a menor concentracdo capaz de inibir o crescimentacteriano,
apresentando-se ativo a wuma concentracdo de 32mg/indnte ao
Staphylococcus aure(dFPEDA).

O extrato etanodlico apresentou-se ativo na conag@o de 64mg/mL

enquanto o extrato em ciclohexano em concentraga@aBmg/mL.
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TABELA 9 — Resultados da atividade antimicrobiana em meiaidg.

Extratos Concentragdes em mg/mL
128 64 32 16
EtOH S S R R
AcOEt S S S R
CeH12 S R R R

R= resistente; S= sensivel.

64mg/mL  128mg/mL
32mg/mL

16mg/mL »

| 128mgimit.
i i ~Nr

64mg/mL

128mg/mL ~ _?ﬂg/mL
B— L 0010

FIGURA 28 - Placa mostrando a inibicdo d® aureuspelo extrato ciclohexanico a
uma concentragdo de 128mg/mL e resisténcia nas ewmmacdes 64mg/mL, 32mg/mL e
16mg/mL. Teste em triplicata e com controles posite negativo.




VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificagdo de Constituintes Apes do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatoba)

128mg/mL
64mg/mL 16mg/mL

32mg/mL 32mg/mL

16mg/mL
it

i28mg

64mg/mL

\

32mg/mL

# 32mg/mL
16mg/mk 64mg/mL
128mg/mL

FIGURA 29 - Placa mostrando a inibicdo d®. aureuspelo extrato de acetato de
etila nas concentracdes de 128mg/mL, 64mg/mL, e @2m. resisténcia do
microrganismo ao extrato a 16mg/mL.Teste em quatcapa.

128mg/mL

64mg/mL pomg/mL

32mg/mL
32mg/mL

16mg/mL
64mg/m

128mg/mL 128mg/mL

F‘QQImL

32mg/mL b 32mg/m

16mgﬁr*.—'

16mg/mb 64mg/mL

128mg/mL

FIGURA 30 - Placa mostrando a inibicdo d®. aureuspelo extrato etandlico nas
concentracdes de 128mg/mL e 64 mg/mL e resistérddamicrorganismo ao extrato a
16mg/mL e 32mg/mL. Teste em quadruplicata.
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Esses resultados demonstram uma maior eficacia @stet de
microdiluicAo dos extratos etandlico, ciclohexano aeetato de etila de
Hymenaea stigonocarpaonde a concentracdo necessaria para a inibicdo do
crescimento bacteriano foi significativamente merom meio liquido do que
no teste de difusdo em meio sdélido.

Os ensaios biolégicos foram repetidos num intervdbbotempo de mais
de um ano. Constatou-se assim que os resultadasaisi ndo diferiram dos
encontrados apoOs esse intervalo, demonstrando gasmm sem nenhuma
condicdo especial de armazenamento, os extratosdoraom degradados.

Poucos exemplos de atividade bioldgica dos extratedHymenaeatém
sido descritos (NOVAISt al.,, 2003).

Em 2000, Alveset al. estudaram plantas da familia Leguminosae -
Caesalpinoideae, onde os extratos Blauhinia curvulaBenth eHymenaea
courbaril L. demonstraram atividade inibidora sobrespécies de
Staphylococcus aureus Bacillus cereus bem como extratos d€opaifera
langsdorffii Desf. sobre espécies d&daphylococcus aureus, Bacillus cerears

Pseudomonas aeruginosa.
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5.5 Identificacdo dos compostos

5.5.1 - Identificacdo dos compostos presentes no teato bruto

ciclohexanico

Foram identificados, por cromatografia gasosa aadplao espectréometro
de massas (CG-MS), 5 compostos provenientes doatxtciclohexanico. O
cromatograma desse extrato (Figura 31) apresentpitos relevantes. A
Tabela 10 contém o0s seus respectivos tempos dengéate e intensidade
relativa.

Os compostos identificados foram nomeados com alasigHS; e
numerados em ordem crescente de acordo com o tedepoetencao. Foram

eles:

B AHS; (N-N-dietil-decanamida)

B AHS, (Hexadecanoato de metila)
® AHS; (Acido hexadecanoico)

B AHS, (Acido 9-octadecendico)

B AHSs (Acido octadendico)

5.5.2 - Identificacdo dos compostos presentes noarionamento do extrato

ciclohexanico

A partir do fracionamento cromatografico em colurgdassica foram
obtidas 40 fracGes que forame analisadas por CO€uaidas de acordo com

seus Rf’s.
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As 5 fragOes principais, chamadas de F1, F2, F3, 3, revelaram a
presenca de: uma série de olefinas (1-Tetradecebhdiexadecene, 1-
nonadecece )e um alcool (1-lcosanol)em F1; amiddatacas (N-N- dietil-
decanamida e amida) em F2; (mistura de amidas tatid& e palmitato de
metila) em F3, (mistura de acidos palmitico e otdiem F4 e uma série de
compostos com picos caracteristicos de triterpepentaciclicos com pico
base em m/z 218 em F5.
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FIGURA 31 - Cromatograma do extrato ciclohexanico
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TABELA 10— Caracteristicas dos principais picos presentesmonatograma.

Picos Tempo de retencdo (min) 9%Total na amostra
1 15,484 15,14
2 16,994 3,28
3 17,407 11,44
4 18,514 5,29
5 18,633 3,09
6 19,224 23,52
7 19,416 7,06
8 19,462 3,86
9 19,792 9,85
10 22,224 2,69
11 23,467 2,30
12 23,975 5,44
13 25,492 4,91
14 26,408 2,13

O primeiro passo para a identificacdo dos compodtisa consulta ao
banco de dados das bibliotecas WILEY e NIST, asigijuavelaram haver uma
predominancia de acidos e ésteres de cadeia longmidas alifaticas como
provaveis compostos presentes nas amostras.

Em seguida houve consulta a literatura sobre asgnientacfes
caracteristicas de cada classe quimica, para aiddgéao estrutural dos

compostos.
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5.5.3 — Identificacdo do composto AHS

O espectro de massas e a estrutura do composto; AA8ontram-se na
Figura 32. Os fragmentos mais importantes para idlugdo estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades vasagstdo descritos na
Tabela 10.

Esses fragmentos e suas respectivas massas coneesmoaos valores
descritos para a N-N-dietildecanamida que é umadanalifatica de cadeia
longa, presente na biblioteca de espectros WILEY9 28uja formula
molecular & G4H,9NO.

Os principais fragmentos observados no espectrondssas do composto
AHS; estado representados na Figura 33.

O pico do ion molecular do composto AHS8presenta-se em/z 227 e o
pico base emm/z 115.

Os picos em m/z 128, 142, 156, 170, 184, 198 formama sequéncia de
fragmentacdo caracterizada por aglomerados de piafastados uns dos
outros por 14 unidades de massa, correspondentpgrdas sucessivas de
unidades CH(CREWS, RODRIGUEZ, JASPARS, 1998)

O pico base em m/z 115 é caracteristico de amidasidrias e ocorre por
rearranjos de ions (GILPIN, 1959).

O pico em m/z 100 é gerado por uma clivagema carbonila com
retencdo de carga pelo fragmento que contém o anayéO pico emm/z 57 é

representado pelo fragmento alquilasHg]+
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TABELA 10 - Principais fragmentos presentes no espectro desas do composto AHS

m/z Fragmento Intensidade

relativa(%)

227 [C14H2NO] + 5,04
212 [C13H26NO]* 1,38
198 [C12H24NO]T" 1,52
184 [C11H22NO]" 7,50
170 [CioH20NO]* 2,98
156 [CoH1gNO]* 4,63
142 [CsH16NO]" 4,73
128 [CG;H14NOTY 20,33
115 [CsH13NO]* 100
100 [GH1oNO]* 8,02
85 [C4H,NO]* 9,68
72 [C4H10N]" 14,96
58 [CsHgN]" 22,38

57 [C4Ho]™ 40,26
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[CiaHoNO] *
m/z 227

Fragmentacao proposta para o composto AHGN—dietil-decanamida

0
Et\N ‘ @~
Et—
[C1o0H20NO]* m/z 170 [CiHo] ¥ m/z 57
O
Et\\l | ®
Et—

[CoH1sNO]Y m/z 156

O

Et\N ‘

Et/ @
[CsH16NO] T miz 142

[
Et
\NJ\/
Et ®

[C;HNO]* miz 128
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[C5H 10NO] m/z 115

FIGURA 33 - Principais fragmentos do composto AHS
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5.5.4- Identificacdo do composto AHS

O espectro de massas e a estrutura do composto, AHSontram-se na
Figura 34. Os fragmentos mais importantes para idlugdo estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades vasagstdo descritos na
Tabela 11.

Estes fragmentos e suas respectivas massas corréepo aos valores
descritos para o hexadecanoato de metila (palmitetanetila) cuja férmula
molecular é G;H340, presente nas bibliotecas de espectros WILEY 229 e
NIST.

Os principais fragmentos observados no espectrondssas do composto
AHS, estado representados na Figura 35.

O pico do ion molecular do composto A 8presenta-se em/z 270. O
pico mais caracteristico é devido ao rearranjo deLafferty (Figura 35),
com quebra da ligacdo R em relacdo a carbonilaimaigdo um pico intenso
emm/z74 (pico base). A quebra sucessiva das ligacdes €x2©rigem a ions
alquila (m/z 57, 71 e 85) e a ions contendo oxigénigH&,.10,+ (m/z 87,
101, 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199, 213 e 22Aparecem, assim,
aglomerados hidrocarbénicos em intervalos de 14ades de massa (GH

O pico emm/z 239 resulta da perda do grupo metoxila (Ol¢ o pico
em m/z59 é originado de uma clivagema carbonila com a perda da cadeia
alquila originando o ion [gH30,]+. Os picos emm/z 55, 69 e 83 originam-se
de fragmentacbes hidrocarbbnicas do tipgH&.. com n = 4, 5 e 6
respectivamente.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrodta os dados
espectrais do composto AHSom os dados da literatura do hexadecanoato de

metila.
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TABELA 11 - Principais fragmentos presentes no espectro de asmads composto AHS

Massa Fragmento Intensidade relativa (%)
270 [C17H3405] + 8,38
239 [Ci6H310]" 3,01
227 [C14H2702]" 9,13
213 [Ci13H250,]" 2,31
199 [Ci12H230,]" 4.27
185 [C11H2105]" 5.18
143 [CeH1502]" 15,35
129 [CrH1302]" 7,10
115 [CsH1102]" 3,12
101 [CsHsO]" 5,83
83 [CeH1a]" 14,12
87 [C4H70,]" 65,78
75 [CsH702]" 22,63
74 [CsHeO2]" 100
57 [CaHo]” 20,10

55 [CaH7]* 38,8
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[C17H3402]+
— m/z 270

Fragmentacado proposta para o composto AHHf®xadecanoato de metila

" [GeH3101"

[ ® [Ci3H2502]+
A U W m/z 213
O
Rearranjo de McLafferty:
1 — +
H
H AN
c% CHR O
H2 Hs
H2C / \ /
ﬁ C CHs H,C (o)
CHz/ \ o/ —
[C3H602ﬁ
m/z =74

FIGURA 35 — Fragmentacdo do composto AHS




VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificacéo de Constituintes Ageb do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatob&)

5.5.5 - ldentificacdo do composto AHS

O espectro de massas e a estrutura do composto; AH8ontram-se na
Figura 36. Os fragmentos mais importantes para idlugdo estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades vasagstdo descritos na
Tabela 12.

Esses fragmentos e suas respectivas massas coneesmoaos valores
descritos para o acido hexadecandico ou acido padmi que € um acido
graxo de cadeia longa, presente na biblioteca deesos WILEY 229 cuja
formula molecular é GH320;.

Os principais fragmentos observados no espectrondssas do composto
AHS; estado representados na Figura 37.

O pico do ion molecular do composto Afl8presenta-se em m/z 256 e o
pico base em m/z 73.

Os picos emm/z 87, 101, 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199, 2132&
formam uma seqUéncia de fragmentacdo caracterizamtaaglomerados de
picos afastados uns dos outros por 14 unidades adgsa) correspondentes a
perdas sucessivas de unidades,CH

O pico emm/z 239 é de baixa intensidade e representa a perdanue
hidroxila (OH). O pico emm/z 97 é originado da perda de uma molécula de
H,O do fragmento emm/z = 115. O pico emm/z 85 representa o fragmento
alquila [CGsH13]+, o pico emm/z 60 é devido ao rearranjo de McLafferty
descrito na Figura 37. O pico em/z 57 € representado pelo fragmento
alquila [C4Ho]+ e 0s picos emm/z 83, 69 e 55 originam-se de fragmentacdes
hidrocarbbnicas do tipo {l,,.1 com n = 6, 5 e 4 respectivamente. Uma
clivagema a carbonila elimina a cadeia alquila originandpioo emm/z 45.

Verificou-se a veracidade deste resultado confrodta os dados
espectrais do composto AHSom os dados da literatura apresentados pelo

acido hexadecandico.
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TABELA 12 - Principais fragmentos presentes no espectro desas do composto AHS

Massa Fragmento Intensidade relativa
(%)
256 [C16H3202] + 16,90
227 [C14H2702]" 4,87
213 [Ci13H250,]" 19,18
199 [Ci2H230,]" 7,48
185 [C11H2105]" 14,73
171 [CioH1902]" 9,78
157 [CoH1702]" 15,76
143 [CeH1502]" 9,18
129 [C/H1305]" 40,37
115 [CsH1105]" 16,03
98 [CsH100]" 15,03
85 [CeH13]” 31,26
73 [CsH502]" 100
57 [CsHo]" 88,95
55 [CsH7]" 77,56

45 [CHO® 9,30
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i
HOW :
™~ [C16H3203]

L - m/z = 256
Fragmentacio proposta para o composto AHS&cido hexadecanoico

s
H [C14H2707]
@/\/\/\/\/\/\/C OH m/z = 227

.
. H [C13H2507]
SN~ C—OH m/z = 213

+
@/\/\/\/\/\/ C 7OH [C12H2302]
m/z = 199

+
H [C11H2102]
N~~~ ~_~~_~C—O0H m/z = 185

+
H [C10H1905]
O~~~ COH miz =171
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@)
| '
© [CoH1705]
N C—OH m/z = 157
i i
D C—OH ®\/\/\/ C —OH
+ +
[CgH150,] [C7H1305]
m/z = 143 m/z =129
I I
N C—OH ®\/\/ C —OH
+ +
[CeH1107] [CsHo02]
m/z = 115 m/z = 101
@)
H + +
- [C4H7OZ] /\/\/® [C6H13]
®/\/C OH m/z = 87 m/z = 85

+
[C3H50,] -
@ c oH ~ N @ [CsH14]
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Rearranjo de McLafferty:

_ i )
— —+
fHﬁ /H
CHR O
0 ‘ .
H - CHR==CH, HO— ¢ [C2H402]"
HO —C CH2 \CHz m/z = 60
CH2 L _
® @)
P |
®C —OH
.
[C4H9] N
m/z =57 [CHO,]
m/z = 45

FIGURA 37 — Fragmentacdo do composto AKES

McGaw e colaboradores (2002) relataram atividaddibeatteriana de
acidos graxos presentes em plantas

O acido palmitico € considerado o principal commosintibacteriano
presente nos Oleos essenciais das espéfpgdotaxis harra e Erucaria
microcarpa ambas pertencentes a familia Cruciferae (HASHEMSALEH,
1999). E responsavel pela atividade antibacteri@ama espécies da familia
Sterculiaceae (REIDet al, 2005). E um dos &cidos graxos saturados mais
comuns em lipideos de folhas e em 6leos de seme@dRR &
JAMES,1971; HARBORNE & BAXTER 1993).
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5.5.6 - ldentificacdo do composto AHS

O espectro de massas e a estrutura do compostos/Ad8Sontram-se na
Figura 38. Os fragmentos mais importantes para idiaugido estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades vasagstdo descritos na
Tabela 13.

Esses fragmentos e suas respectivas massas coneemoaos valores
descritos para o acido 9-octadecendico ou acidecoléque é um acido graxo
insaturado de cadeia longa, presente na bibliotdéeaespectros WILEY 229
cuja férmula molecular é gH340:.

Os principais fragmentos observados no espectrandesas do composto
AHS, encontram-se representados na Figura 39.

O pico do ion molecular do composto Afl8presenta-se em/z 282 e o
bico base em m/z 55.

O pico em m/z 45 é caracteristico de acidos carboas. Os picos mais
intensos em alquenos ocorrem em m/z 41, 55 ou 6Qorf@ rearranjo de
McLafferty e clivagema e f.

Ocorrem fragmentos de ions proeminentes na seqaé@izn.1.
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TABELA 13 - Principais fragmentos presentes no espectro desas do composto AHSA4.

Massa Fragmento Intensidade

relativa(%)

282 [C1gH3405] + 3,33
264 [CisH320]+ 8,89
222 [CieH30]+ 4,44
207 [CisHo7]+ 3,21
193 [Ci3H210]+ 2,26
180 [C11H1602]+ 3,44
165 [Ci11H170]+ 3,86
151 [CiH150]+ 5,17
137 [CioH17]+ 6,02

123 [CoH 15]+ 10,16
98 [C7H14]+ 24,93
97 [C/H 3]+ 43,33
83 [CaH30,]+ 52,02
69 [C4HsO]+ 65,04
55 [C4H ]+ 100

R

O

Acido 9-octadecendico
[C18H3402]+ m/z 282

@

HOJ\/\/\/\/%\AA/\/
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[CisH27]+
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I
@C — OH
+
[CHO,]
m/z = 45

FIGURA 39 — Fragmentacdo do composto AHS
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5.5.7 - ldentificacdo do composto AHS

O espectro de massas e a estrutura do compostos/Ai8ontram-se na
Figura 40. Os fragmentos mais importantes para idiaugido estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades vasagstdo descritos na
Tabela 14.

Estes fragmentos e suas respectivas massas coméepp aos valores
descritos para o acido octadecandico ou acido esteaque € um acido de
cadeia longa, presente na biblioteca de espectrokEW 229 cuja férmula
molecular é GgH3602,

Os principais fragmentos observados no espectrandesas do composto
AHSs estédo representados na Figura 41.

O pico do ion molecular do composto AklSpresenta-se em m/z 284
e 0 pico base em m/z 55. A perda de uma hidrox@& ) representa o pico de
baixa intensidade em m/z 267, os picos em m/z 1P®, 143, 157, 171, 185,
199, 213, 227 e 241 formam uma sequéncia de fragagéio caracterizada

por perdas sucessivas de £€H4 unidades de massa).
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VALENTIM, A. P. T.; Atividade Antimicrobiana, EstudFitoquimico e Identificacéo de Constituintes Ageb do Alburno delymenaea
stigonocarpaMart. Ex. Hayne (jatob&)

TABELA 14 - Principais fragmentos presentes no espectro desas do composto AHS

Massa Fragmento Intensidade relativa
(%)
284 [C1gH3602] + 25,56
241 [CisH260,]" 15,56
227 [CisH2705]" 5,56
213 [Ci13H2505]" 3,65
199 [C12H230,]" 6,42
185 [C11H210,]" 17,79
171 [CioH1902]" 6,46
157 [CoH170,]" 4,64
143 [CsH150,]" 7,57
129 [C/H130,]" 33,54
115 [CeH1105]" 12,12
98 [C7H14] " 21,37
97 [C7H13]” 36,61
73 [CsH50,]" 72,97
57 [CsHo]" 83,56

55 [C4HA]™ 100
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[C1sH3602] + —

m284

O

[C1sH2002]+
m/z 241

1
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[C14H2702]+
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HOM ©

[C13H2502]+
m/z 213

O
HOW
Ci2H230,]+
m/z 199

©)

O
HOMWV @

[C11H2102]+
m/z = 185

FIGURA 41 - Fragmentacoes do composto AHS
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Atividade inseticida tem sido atribuida as Alcandas (JACOBSON,
1971).

Amidas alifaticas sdo metabdlitos distribuidos exd@mente nas plantas
com uma escala larga de atividades biol6gicas (CHZY2003).

Acidos graxos de cadeia longa tém comprovada asigal antimicrobiana
(ZHENG et al., 2005).

Os constituintes principais do extrato dicloromeiada madeira de
Pinus oocarpasédo acidos diterpénicos, além dos acidos palmigcoléico.
No 6leo essencial da madeira, os componentes praisiidentificados foram
aromadendreno, ledano, hexadecanal e acido ol&VORAIS et al, 2005).

Em 2005 Granateet al. detectaram a presenca de fendis e terpenos nos
extratos obtidos a partir de rejeitos resultantes deneficiamento de
madeiras nobres comercializadas no estado do Pardehatre elas Jatoba
(Hymenaea sp, bem como comprovaram a atividade antimicrobiata
extrato metandlico frente as bactériakscherichia coli Klebsiella
pneumoniag Micrococcus luteus; Proteus mirabilisStaphylococcus aureus.

As graxas sao definidas como ésteres de acidosocdlibos de cadeias
longas (4cidos graxos) com glicerol, enquanto asagesdo ésteres de acidos
graxos com &lcoois de alta massa molecular. Graxasras sado extraiveis da
madeira com solventes organicos como éter de petrdlacetona e éter
etilico. Varios acidos graxos e ceras sdao encorsaeém madeiras d@inus
sp. (SJOSTROM, 1993).
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6 - CONCLUSOES

B A abordagem fitoquimica do alburno dé¢ymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne revelou a presenca de flavondidedemides e

terpendides.

B O extrato acetato de etila apresentou maior rendimeem relacdo

a sua massa ho processo de extracao utilizado.

B Extrato em acetato de etila apresentou melhor dade
antimicrobiana, no método de difusdo em disco, adte halos de
inibicAo do crescimento microbiano entre 10mm (1@0mL) a
27mm (300mg/mL) frente a bactéria gram-positiStaphylococcus
aureus(UFPEDA).

B Esse extrato ainda apresentou resultado signifioatfrente a
bactéria alcool-acido-resistentdycobacterium smegmatidl6 mm

e 26 mm).

B O extrato em acetato de etila mostrou halos deigéib entre 09 a
13 mm enquanto que os extratos brutos em etanoéssprtaram
halos entre 9 a 16 mm frente aos isoladbtimicos (PASM)

B Das bactérias Gram negativas testada®saudomonas aeruginosa
foi a que mostrou maior halo de inibigdo variand® O3 a 16 mm

nos extratos brutos da planta

B Atividade antimicrobiana dos extratos em ciclohesamcetato de
etila e etanol foi comprovada através da microdjfid frente ao

microrganismo Gram-positivétaphylococcus aureu® FPEDA).
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B A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi de 128/mgL para o
extrato ciclohexanico, de 32mg/mL para o extrato aoetato de

etila e de 64mg/mL para o etandlico.

B Foram identificados cinco compostos do alburno ldgmenaea
stigonocarpa através da cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-MS) sédo eles: N-Nddieti
decanamida, Hexadecanoato de metila, Acido hexau&ica,

Acido 9-octadecendico e Acido octadecandico.
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ANEXO 1 - Composicao dos reagentes utilizados na atslagem fitoquimica.

Reagente de Mayer:
Misturaram-se 1,36 g HgCI2 / 60mL de agua e 5 Kdi¢ 10mL de agua.
Diluiu-se a 100mL.

Reagente de Dragendorff:

Solucdo A: dissolve-se 1,7g de nitrato de bismuto(lll) e 20g dcido
tartarico em 80 mL de agua.

Solucéao B:dissolve-se 16g de iodeto de potassio em 40 mLgleaa
Reagente:misturaram-se partes iguais de A e B.

Reagente de Liebermann- Burchard:
Mistura-se 10mL de anidrido acético e duas gotasdielo

sulfdrico concentrado.

Solucao de cloreto férrico:

Prepara-se uma solucdo 10% de cloreto férrico eonatestilada
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ANEXO 2 - Perfis de suscetibilidade de microrganismos-testaos antimicrobianos

Staphylococcus Klebsiella Proteus

Antibidticos aureus pneumoniae mirabilis
Amicacina R S S
Ampicilina NT NT NT
Aztreonam NT R NT
Cefalotina NT R R
Cefepime NT R NT
Cefotaxima NT R R
Cefoxitina S R R
Ciprofloxacina NT S S
Eritromicina R NT NT
Gentamicina S S S
Imipenem NT S NT
Meropenem NT S NT
Nitrofurantoia S R R
Norfloxacina S S S
Oxacilina S NT NT
Penicilina G R NT NT
Tetraciclina S S R
Trimetoprim

/Sulfametoxazol S S S
Tobramicina NT S S
Vancomicina NT NT NT

NT - Nao testado
R - Resistente
S — Sensivel




