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RESUMO

A busca de medicamentos fitoterdpicos para o tratamento de diversas doengas vem se
tornando uma pratica cada vez mais utilizada pela populacdo. As propriedades farmacoativas
desses medicamentos sdo atribuiveis a presenca de metabodlitos secundarios de plantas,
produtos quimicos que ndo sdo necessarios para a sobrevivéncia imediata, mas que sdo
sintetizados para aumentar a autodefesa da planta. A caracterizacdo fitoquimica ¢ parte
integrante do que se chama de padronizagdo do insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV),
que consiste na etapa inicial para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico de
qualidade. Desse modo, o trabalho tem como objetivo determinar e quantificar os metabolitos
secundarios das plantas Ximenia americana L (ameixa), Schinopsis brasiliensis Engler
(brauna) e Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz (catingueira), por meio da
prospeccdo fitoquimica. As varidveis estudadas foram os tipos de planta, concentracdo de
etanol e métodos extrativos, através do planejamento experimental QL (quadrado latino). A
casca da ameixa apresentou a maior quantidade de polifendis (461,31 mg/g) e taninos (231,55
mg/g), a partir da extragdo a 90% (v/v) de concentragdo de etanol e o método extrativo
ultrassom. Seguido da folha da brauna para quantidade maxima de flavonoides (54,66 mg/g),
com a concentragdo de etanol a 90% (v/v) e a turbolise como método de extragao. De acordo
com os resultados obtidos através do software Statistica (versao 10), foi concluido que para a
determinagdo de flavonoides e taninos pode ser escolhido o método extrativo mais viavel e a
menor concentracdo de etanol, resultando em um experimento simples e de baixo custo.

Palavras-Chave: fitoquimica; Ximenia americana L, Schinopsis brasiliensis Engler;
Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz; planejamento experimental.



ABSTRACT

The search for herbal medicines for the treatment of several diseases has become a
practice increasingly used by the population. The pharmacological properties of these drugs
are attributable to the presence of secondary plant metabolites, chemicals that are not needed
for immediate survival but are synthesized to enhance plant self-defense. Phytochemical
characterization is an integral part of what is known as the standardization of the active
vegetable pharmaceutical ingredient (IFAV), which is the initial stage for the development of
a quality herbal medicine. Thus, the objective of this work is to determine and quantify the
secondary metabolites of the plants Ximenia americana L (plum), Schinopsis brasiliensis
Engler (brauna) and Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. queiroz (catingueira), through
phytochemical prospection. The studied variables were the plant types, ethanol concentration
and extractive methods, through the experimental design QL (Latin square). The plum bark
presented the highest amount of polyphenols (461.31 mg / g) and tannins (231,55 mg / g),
from the 90% (v / v) ethanol concentration extraction and the ultrasonic extraction method .
Following the leaf of the Braunna to maximum amount of flavonoids (54.66 mg / g), with the
ethanol concentration to 90% (v / v) and the turbolysis as extraction method. According to the
results obtained through the software Statistica (version 10), it was concluded that for the
determination of flavonoids and tannins the most viable extractive method and the lowest
concentration of ethanol can be chosen, resulting in a simple and low cost experiment.

Keywords: phytochemistry, Ximenia americana L, Schinopsis brasiliensis Engler;
Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P.; experimental planning.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas medicinais na prevengdo e recuperagdo da satde remonta ao
inicio da civilizagdo humana, ja que a relacdo entre o homem e a natureza permitiu a
transmissdo de conhecimentos adquiridos relacionados ao uso e cultivos de varias espécies
vegetais, além da alta disponibilidade, baixa toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e
principalmente aos baixos custos comparados aos medicamentos alopaticos (BESSA et al.,
2013).

A riqueza do ecossistema brasileiro tem potencial para colocar o pais na linha de
frente deste segmento do uso de plantas medicinais como recurso terapéutico na industria
farmacéutica, mas para isso ¢ necessario que a espécie vegetal em questdo seja profundamente
estudada com base em critérios cientificos, na busca de outros principios ativos e excipientes
de origem vegetal.

No semiarido, a caatinga ¢ a formacdo vegetal de maior predominancia, indicada por
sua heterogeneidade e por apresentar um numero significativo de taxons raros e/ou
endémicos. A caatinga tem como caracteristica a quantidade escassa de agua no solo com
periodo proeminente de estacdo seca, entre sete e dez meses; sua flora nativa aponta entdo
caracteristicas anatdmicas, morfologicas e funcionais instruidas para a sobrevivéncia destas
plantas a estas condi¢des climaticas.

As propriedades farmacoativas de medicamentos fitoterapicos sdo atribuiveis a
presenca de metabolitos secundarios de plantas, produtos quimicos que ndo sdao necessarios
para a sua sobrevivéncia imediata, mas que sdo sintetizados para aumentar sua aptidao para
sobreviver, permitindo que ela interaja com seu meio ambiente, incluindo patdgenos e insetos
herbivoros e simbiodticos (KENNEDY & WIGHTMAN, 2011).

A pesquisa fitoquimica ¢ relevante quando ainda nao se tem entendimento sobre todos
os estudos quimicos, com o intuito de conhecer e avaliar, respectivamente, os compostos
quimicos das espécies vegetais e sua presenga nos mesmos, identificando grupos de
metabolitos secundarios relevantes. Desse modo, a fitoquimica ¢ a area responsavel pelo
estudo desses principios ativos de drogas vegetais, os quais fazem parte do metabolismo dos
vegetais, fornecendo protecdo para as plantas. Além disso, os metabolitos secunddrios
possuem atividade biologica, oferecendo beneficios também a satide humana.

Segundo definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL,
2014), um marcador quimico ¢ um componente ou classe de compostos quimicos (ex:

alcaloides, flavonodides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima vegetal, idealmente o
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proprio principio ativo e preferencialmente que tenha correlacdo com o efeito terapéutico,
utilizado como referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos
medicamentos fitoterapicos.

A primeira etapa no desenvolvimento de um fitoterapico de qualidade ¢ a
padronizac¢do do insumo farmacéutico ativo (IFAV) (SUSHMA et al., 2011). Baseia-se na
implementagdo de um sistema que possibilita garantir caracteristicas predefinidas de
quantidade, qualidade e efeito terapéutico do IFAV, assegurando reprodutibilidade na
producao do medicamento fitoterapico (CHOUDHARY, SEKHON, 2011).

Desta forma, colaborando com os estudos de plantas do Nordeste brasileiro para a
descoberta de novos compostos bioativos, este trabalho propde, realizar prospeccao
fitoquimica para quantificagdo de metabolitos secundarios, por espectrofotometria na regiao
visivel a partir dos extratos obtidos das plantas Ximenia americana L (ameixa), Schinopsis
brasiliensis Engler (bratna) e Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz (catingueira)
existentes no Semidrido da Paraiba, utilizando planejamento experimental, no sentido de obter
o melhor extrato de planta e revelar os fatores maximos e minimos de influéncia, reduzindo,

assim, o nimero de experimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar quantificacdo de metabolitos secundarios a partir dos extratos das plantas
Ximenia americana L (ameixa), Schinopsis brasiliensis Engler (bratna) e Poincianella

pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz (catingueira).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Obter extratos das plantas selecionadas, utilizando diferentes concentragdes de etanol
(50, 70 € 90%) e diferentes métodos extrativos (maceragdo, turbolise e ultrassom);

* Realizar um tratamento estatistico, utilizando planejamento experimental do tipo
quadrado latino, a partir dos resultados obtidos para determinagao do extrato que possua uma

maior quantidade de metabolitos secundarios.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Tendo em vista que o Brasil possui um nimero muito grande de espécies vegetais que
sdo consideradas medicinais, a aplicacdo de plantas para o tratamento de algumas doencas
vem sendo consentido pela classe médica e por programas oficiais de saude (COSTA, et al.,
2009). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), mais de 80% da populagdo mundial
depende do uso das plantas para suas necessidades basicas de satide. O uso desse recurso estd
presente na China, fndia e norte da Asia ha pelo menos cinco mil anos (VASHIST; JINDAL,
2012).

Estudos exibem que no pais 80% da populagdo utilizam plantas medicinais como a
principal fonte de recurso terapéutico, abrangendo cerca de 15 a 20% da biodiversidade
mundial (SILVA, 2011). Além de possuir uma rica diversidade cultural e étnica, através de
conhecimentos adquiridos de geragdo em geracdo, de modo empirico, sem entendimento do
verdadeiro potencial terapéutico de determinada planta ¢ sem uma adequada avaliacdo
cientifica (SANTOS, 2013).

No Brasil encontramos varios Biomas, dentre eles os que sdo mais destacados:
pantanal, cerrado, mata atlantica, caatinga e a floresta amazodnica. A caatinga foi pouco
explorada em épocas passadas, por acreditar que haveriam pequenas descobertas em sua
vegetacdo, porém, recentemente, muitos estudiosos (SANTANA, 2016; SANTOS, 2013;
SILVA, 2012) tém desenvolvido pesquisas nesse dmbito, no sentido de descobrir potenciais
novos farmacos ou agentes medicamentosos. Tém-se verificado uma eficicia dos
medicamentos naturais utilizados pela populagdo, motivo qual tem despertado industrias
farmacéuticas para realizagdo de pesquisas envolvendo esse bioma, na busca de novos
principios ativos e excipientes de origem vegetal, como ja vem sendo relatado em varias
literaturas nos ultimos anos (SILVA, 2012; PEREIRA JUNIOR et al., 2014).

A vegetagdo da Caatinga possui inimeras utilidades, além de apresentarem uma
grande importancia biologica. As espécies que a caracterizam sao lenhosas, herbaceas, sendo
algumas com espinhos, além das cactdceas e bromelidceas (SILVA, 2013). Dentre as
inumeras plantas existentes na Caatinga, as escolhidas para o presente estudo foram a Ximenia
americana L (ameixa), Schinopsis brasiliensis Engler (bratna) e Poincianella pyramidalis
(Tul.) L. P. Queiroz (catingueira), por acreditar que sdo plantas com elevado teor de

metabolitos secundarios, sendo promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos.
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Ximenia americana L é comumente encontrada na Africa, India, Nova Zelandia,
América Central e América do Sul (BRASILEIRO et al., 2008). E uma planta cosmopolita
tropical com ocorréncia silvestre, inclusive nos tabuleiros litoraneos do nordeste do Brasil,
pertencente a familia Olacaceae. Apresenta habito arboreo e € conhecida popularmente por
varios nomes, dentre eles: ameixa silvestre, ameixa do mato ou ameixa da terra, dependendo
da regido onde se localiza (CHAVES et al, 2014). Apontada como uma das espécies
principais, a ameixa selvagem constitui o extrato arbustivo arboreo da Caatinga. Na época de
seca a maioria das plantas da Caatinga perde suas folhas, mas as ameixeiras sdo tolerantes a
esse tipo de clima e permanecem com suas folhas totalmente verdes (SOUSA et al., 2012).

Schinopsis brasiliensis Engler ¢ uma arvore tipica da caatinga, ocorrendo na Caatinga
desde a Bahia até a Paraiba, com 10 — 12 metros de altura, podendo ter até¢ 60 cm de diametro,
as folhas sdo compostas de cor verde escura na parte superior ¢ palidas na inferior ¢ com
ramos providos de espinhos fortes pertencente a familia Anacardiaceae, sendo o principal
representante do género schinopsis, nativo do Brasil (DANTAS, 2007). E conhecida
popularmente como bratina, baratina, bratna-parda e braina-do-sertdio no Nordeste,
chamacoco ou chamucoco no Pantanal mato-grossense (MOREIRA, 2016).

Dentre as espécies que ainda tem a necessidade de estudos encontra-se a catingueira
(Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz), com multiplas utilidades tais como: potencial
madeireiro, medicinal, uso veterindrio, restauracdo florestal, forragem para o gado e
aplicacdes industriais. A Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz ¢ uma arvore ouriunda
da regido da Caatinga, localizada no nordeste do Brasil. Esta arvore ¢ mais conhecida como a

“catingueira” ou “ pau-de-rato” (LIMA, 2014).

3.2 Metabolitos Secundarios

As plantas interagem com o meio ambiente, de modo que todos os componentes que
estdo a sua volta tornam-se fontes importantes para que estas reajam a um estimulo ambiental,
gerando modificagdes bioquimicas celulares. Os produtos destas transformacdes sao
chamados, de forma geral, de metabolitos, que podem ser divididos em metabolitos primarios
e metabolitos secundarios. O metabolismo secundario ¢ altamente influenciado pelo ambiente,
ou seja, dependendo das condi¢des ambientais ¢ desviado para rotas diferenciadas produzindo
produtos das mais diversas formas ¢ variagdes durante a influéncia desta (SILVA, 2013;
SIMOES et al., 2010).
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Extratos de plantas exibem em sua composicdo substincias efetivas que podem
impedir ou reduzir a atividade dos agentes patdgenos de plantas e animais. Sao praticamente
inofensivos ao meio ambiente, quando comparados com derivados sintéticos, podendo até
superar sua acdo antimicrobiana (CUNICO et al., 2004). A producdo e acumulagdo dessas
substancias estdo limitadas a um numero restrito de organismos, sendo a bioquimica e o
metabolismo especifico, caracteristicas unicas, funcionando como elementos de diferenciacao
e especializagdo.

Dentre uma vasta quantidade de plantas medicinais com potencial terapéutico, grande
parte delas sintetizam metabolitos secunddrios como substancias de defesa, no momento em
que sdo atacadas por fungos, bactérias, parasitas, virus ou outros agentes. Os produtos gerados
garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a continuidade da espécie em seu
ecossistema, porém ndo sdo necessariamente essenciais para o organismo produtor.
Metabolitos secunddrios compdem substdncias que possuem estruturas quimicas e
propriedades biologicas diversas (SA, 2008; SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos secundarios, de estrutura complexa, antimicrobianos, de baixo peso
molecular, sdo produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou
bioldgicos, sendo capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos e sdo
responsaveis pelo valor medicinal das plantas, mas diferentemente dos metabolitos primarios,
apresentam-se em baixas concentracdes e apenas em determinados grupos de plantas (BERG;
LUBERT, 2008).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios: terpendides (monoterpenos,
sequiterpenos, diterpenos e saponinas), compostos fenodlicos (fenois simples, taninos,
dibenzofuranos e flavonoides) e compostos nitrogenados (alcaloides, polipeptideos ciclicos,
glicosideos) (SIMOES et al., 2003).

Os principais fatores que podem influenciar a sintese de metabolitos secundérios sdo a
sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, indugdo por estimulos
mecanicos ou ataque de patogenos. Estes fatores alteram a quantidade ¢ a natureza dos
constituintes ativos presentes no tecido. (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Além disso,
também havera influéncia em determinados segmentos da planta, visto que a concentragdo de

metabolitos varia de acordo com a parte do vegetal selecionado.
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3.2.1 Polifendis totais

O metabolismo secundario da origem aos compostos fendlicos, sendo essenciais para
crescimento e reprodugdo das plantas, além disso se formam em condi¢des de estresse como
infeccdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros. A diversidade estrutural dos compostos
fenolicos ¢ resultante da ampla variedade de combinagdes que ocorre na natureza e os
compostos resultantes sdo chamados de polifenois (ANGELO, 2007).

Os compostos fenodlicos apresentam uma, ou mais (polifendis), hidroxila ligada a um
anel benzénico e, apesar de conter um grupo caracteristico de alcoois, esta classe de
compostos dispde de propriedades especiais. Sdo compostos mais acidos que os dlcoois sendo
oxidados mais facilmente (ARCHELA; ANTONIA, 2013). Os polifendis constituem um
grupo heterogéneo composto de varias classes de substancias, que proporcionam beneficios a
saude, como antioxidante, antiviral, antimicrobiano, anticancerigeno, atividade anti-
inflamatoria, antitumoral, analgésica e antipirética (RAJBHAR et al., 2015).

Os polifendis sdo fitoquimicos poli-hidroxilados e representam uma grande variedade
de compostos, que tém estruturas semelhantes. Estruturalmente, os polifendis pertencem a
muitas familias diferentes, incluindo antocianinas, cumarinas, ligninas, flavonoéides, taninos,
quinonas, acidos e fenodis. Esta diversidade estrutural resulta em grande variabilidade das
propriedades fisico-quimicas que influenciam a extragdo de polifendis. (FERNANDES,
2014). De forma geral, os compostos polifenolicos sdo classificados em quatro classes: acidos

fenolicos, flavonoides, lignanas e estelbenos (Figura 1).
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Figura 1 — Estruturas quimicas de polifenois.
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Fonte: ARCHELA; ANTONIA, 2013.

3.2.2 Flavonoides totais

Os flavonoides sdo um grupo de substancias fenolicas, além de serem bem distribuidos
pelo reino vegetal e destacado por suas diversificadas a¢des biologicas, possuem um amplo
potencial farmacologico, dentre elas a eficiéncia de atuar sobre a inflamagao e sobre o sistema
imunologico. Desse modo, os flavonoides representam uma alternativa promissora para
tratamento de processos inflamatorios.

De modo geral, o nimero de hidroxilas contidas na sua estrutura influencia a atividade
antioxidante dos flavonoides, atuando como doador rapido de hidrogénio e elétrons
(MANACH et al., 2004). Sua estrutura quimica ¢ ideal para o sequestro dos radicais livres e
quelagdo de ions de metais, sendo mais efetivos que as vitaminhas C ¢ E (BARREIROS et al.,
2006).

Possuem como estrutura bdsica um nucleo que consiste de 15 4&tomos de carbono, do

tipo C6-C3-C6, sendo biossintetizados através das vias do 4acido chiquimico e do é4cido
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acético, arranjados em dois anéis aromaticos, conectados por uma ponte de trés carbonos, que

possui um 4tomo de oxigénio (SIMOES et al., 2003).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos flavonoides.
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Fonte: ARCHELA; ANTONIA, 2013.

O nivel de oxidacdo e as variagdes no esqueleto carbonico basico dos flavonoides sdo
os causadores para as modificacdes no nucleo flavonico dessas substincias, promovidas por
reacoes de alquilagdo, glicosilacdo ou oligomerizagdo. A partir destas reagdes sao obtidas
subclasses distintas, tais como: flavonois, flavanonas, flavonas, antocianidinas, isoflavonas e
flavanol (figura 2). Substituicdes dos anéis aromaticos resultam em diferentes compostos
dentro de cada classe de flavonoides. Estas substituicdes podem incluir oxigenacdo,

alquilacao, glicosilagdo, acilagdo e sulfagdo (ANGELO; JORGE, 2007).
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3.2.3 Taninos condensados

Os taninos sdo compostos fendlicos derivados do metabolismo secundario das plantas
que ndo apresentam-se na forma livre nos tecidos vegetais. Sdo definidos como polimeros
fenolicos soltiveis em dgua que precipitam proteinas e ajudam na autodefesa da planta, contra
insetos e fungos. O termo 'taninos' ¢ etimologicamente procedente da antiga raiz léxica celta
'tann-' que significa carvalho (NOZELLA, 2001).

Quimicamente, a classificagdo dos taninos ¢ dividida em dois grupos: 1) Taninos
hidrolisaveis, que tem como produto, apds a hidrolise, carboidratos e acidos fenolicos; e 2)
Taninos condensados, que ndo sdo hidrolisaveis e sdo oligdmeros dos grupos flavan-3-ols
(catequina) ou flavan-3,4-diols (leucoantocianidina), produtos do metabolismo do
fenilpropanol (Figura 3) (ANGELO; JORGE, 2007). Este ultimo ¢ a classificagdo de interesse
para o presente estudo.

Esse grupo quimico tem apresentado atividades biologicas e farmacoldgicas benéficas,
como bactericida, anti-helmintica e anti-hepatotoxica, inibi¢ao da replicacdo do HIV. As suas
utilizagdes tradicionais incluem tratamentos de diarreia, envenenamento por metais pesados
ou ulceracdo péptica leve. Taninos condensados também sdo uteis por seus efeitos anti-
microbianos, anti-virais e anti-tumorais; e por os seus beneficios para a saude em casos de
doengas cardiovasculares, diabetes, problemas inflamatorios e efeitos na resposta imune inata.

Apesar de ser bem distribuido no citoplasma de qualquer célula vegetal, tais
compostos possuem a concentracdo mais elevada, geralmente, dentro de cascas de arvores.
Nesses locais, os taninos ndo afetam o metabolismo da planta, apenas depois da lesdo ou

morte eles atuam e tém metabolismo eficaz (BATTESTIN, 2008).
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Figura 3 - Estrutura quimica de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol.
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Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.
3.3 Identificacao de amostras

A legislacdo brasileira exige que, para o registro de um fitoterdpico se faca a
padronizagdo dos extratos, procedendo simultaneamente com as andlises quali e quantitativa
do material vegetal e que seja especificado o teor de uma substancia ou de um grupo de
substancias denominadas de marcadores (BRASIL, 2014).

Dessa forma, fica evidente que a investigagdo quimica de uma espécie vegetal baseada
apenas no isolamento e caracterizacdo estrutural de seus componentes ndo ¢ mais suficiente e
adequada as condigdes exigidas pela Ciéncia e que resultem em produtos manufaturados
viaveis.

Uma forma de tentar solucionar e/ou minimizar os problemas anteriormente
mencionados € empregar o uso de técnicas espectrofotométricas (regido do visivel), que vem
se mostrando uma eficiente ferramenta no controle de qualidade de processos industriais, por
apresentarem as seguintes vantagens: natureza ndo destrutiva e ndo invasiva, aplicabilidade
universal (qualquer molécula contendo ligacdes CH, NH, SH ou OH), rapidez e baixo custo
(PASQUINI, 2003).
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3.4 Quimiometria

A quimiometria ¢ uma area da quimica analitica, que utiliza ferramentas matematicas
e estatisticas para analisar e solucionar problemas quimicos, em especial dados multivariados.
E basicamente dividida em trés grandes areas: reconhecimento de padrdes, calibragio
multivariada, planejamento e otimizacao de experimentos (EMBRAPA, 2015).

No presente trabalho, houve a necessidade de utilizar o planejamento de experimentos,
visando o interesse em saber quais as varidveis que exercem melhor desempenho na
quantificacdo de metabolitos secundarios. Nesta perspectiva, o planejamento experimental
permite a eficiéncia e economia no procedimento experimental e o uso de métodos estatisticos

na analise dos dados obtidos resulta numa maior confiabilidade.

3.4.1 Planejamento Quadrado Latino

No ambito de delineamento experimental, deve-se considerar como etapas relevantes o
planejamento de experimentos e a analise dos dados. Na etapa de planejamento serd definido
as melhores condi¢des para o experimento, a quantidade e as condi¢cdes em que devem ser
coletados os dados durante um determinado experimento, as varidveis dependentes e
independentes, com o intuito de obter a melhor resposta estatistica possivel € o menor custo.
Na etapa de andlise de dados, sdo utilizadas ferramentas estatisticas com o objetivo de
informar quais varidveis independentes (tipo de planta, concentragdo de etanol ¢ métodos
extrativos) foram significativas para as variaveis dependentes (quantificacdo de metabolitos
secundarios) (DOE, 2014).

A principal caracteristica do planejamento quadrado latino (QL) ¢ sua capacidade de
lidar simultancamente com duas fontes conhecidas de variagdo entre as unidades
experimentais. Ele trata as fontes como dois critérios de bloqueio independentes: as linhas
(homogéneas para um fator de variabilidade nas unidades experimentais) e as colunas
(homogéneas para o outro fator de variagdo nas parcelas). O bloqueio bidirecional em um
planejamento QL, conhecido como bloqueio de linha, ¢ realizado garantindo que cada linha e
cada coluna recebe cada tratamento uma tnica vez. (GOMEZ & GOMEZ, 1984).

O delineamento em blocos casualizados inclui 0 modelo matematico e a analise da
variancia para o quadrado latino, onde os blocos sdo estruturados nos dois sentidos e sdo

tradicionalmente referidos como linhas (estrutura de blocos no sentido horizontal) e como
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colunas (estrutura de blocos no sentido vertical). O modelo matematico para variavel resposta
referente a i-ésima linha com a j-ésima coluna, de acordo com Mead (1988), pode ser descrito

pela seguinte equagao:
yij =W+ oi + Bj + Tk(ij) + € j

onde,

yij € 0 valor de uma observagao correspondente a i-ésima linha na j-ésima coluna na k-ésima
parcela;

i € o efeito da i-ésima linha;

Bj ¢ o efeito da j-ésima coluna;

Tk(ij) € o efeito do k-€simo tratamento;

€ ij é.'i') E«;:rro experimental associado a i-¢sima linha na j-ésima coluna na k-ésima parcela com
€ii = N(0,0°) (ANJOS, 2005).

Esse tipo de planejamento possui como principais objetivos a permissao da estimativa
do erro experimental, contribuir para aumentar a precisdo dos experimentos ¢ fornecer
informagdes sobre o procedimento mais apropriado para proceder os testes de significancia
(NOGUEIRA et al., 2000).

A presenca de bloqueio de linha e bloqueio de coluna em um planejamento QL,
embora seja util para cuidar de duas fontes independentes de variagdo, também se torna uma
restrigdo importante no uso do quadrado latino. Isso acontece ja que o requisito de que todos
os tratamentos apare¢cam em cada bloco de linhas e em cada bloco de colunas pode ser
satisfeito apenas se o numero de replicagdes for igual ao niimero de tratamentos. Como
resultado, quando o numero de tratamentos ¢ grande, o planejamento se torna impraticavel
devido ao grande ntimero de replicagdes necessarias. Por outro lado, quando o niimero de
tratamentos ¢ pequeno, o grau de liberdade associado ao erro experimental torna-se pequeno
demais para que o erro seja estimado com seguranga (SERAPHIN, 1996; CALADO, V.
2003).

Os planejamentos QL mais comuns sdo os 5x5, 6x6 e 7x7, pois apresentam um
numero razoavel de graus de liberdade do residuo (ANJOS, 2005). No entanto, para esta
pesquisa foi utilizado um quadrado latino 3x3, por apresentarem duas variaveis qualitativas e

uma variavel quantitativa, ndo sendo possivel utilizar um planejamento fatorial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal e obtencao dos extratos

As folhas de S. brasiliensis Engler (bratina) e as cascas de X. americana L. (ameixa) ¢
P. pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (catingueira) foram coletadas em um sitio particular no
municipio de Pocinhos na regido semiarida do Estado da Paraiba. A identificacdo das espécies
vegetais e deposito das exsicatas foram realizados no herbario Professor Jayme Coelho de
Morais localizado na Universidade Federal de Campina Grande — PB.

A metodologia empregada para selegdo do extrato utilizado seguiu um planejamento
quadrado latino 3 x 3, com medidas em triplicatas, tendo como fatores os métodos extrativos
(maceragao, turbolise e ultrassom), a concentragao da solugao hidroalcoolica (50, 70 ¢ 90 %)
e a as plantas estudadas (ameixa, brauna e catingueira).

As partes coletadas das plantas, foram individualmente secas em estufa de circulacdo
forcada de ar a 40°C, até obter constdncia no peso do material. Posteriormente foram
pulverizadas em moinho de facas com malha de 10 mesh. Os extratos hidroalcoodlicos foram
obtidos por trés diferentes métodos extrativos (maceracao, turbodlise e ultrassom) utilizando
como solvente dgua:etanol em diferentes proporcdes (50:50, 30:70 e 10:90, v/v).

A maceragdo foi realizada de forma estatica, sem renovacdo de solvente,
acondicionando as solugdes extrativas em vidro ambar durante 7 dias, sob agitacdo ocasional.
A extragdo por ondas ultrassonicas procedeu-se submetendo as solugdes preparadas a
aparelhagem adequada (Lavadora ultrassonica — UNIQUE modelo Ultrasonic Cleaner), em
banho-maria a 40°C, por um periodo de 60 minutos. A extracdo por turbolise foi exercida em
aparelho Ultra-turrax® a uma taxa de rotagao de 6.000 rpm por 15 minutos, no qual a solucao
extrativa permaneceu em banho gelado para manutencdo da temperatura.

Os extratos foram entdo filtrados e em seguida concentrados em evaporador rotativo
(Spray dryer - LabMaq MSD 0.5) para retirada do solvente, obtendo assim os extratos secos,
que foram armazenados em frascos de plésticos e conservados na geladeira. As solugdes
extrativas foram preparadas para atingir uma concentra¢do final de 20 % (p/v) de material

vegetal. Apos produzidos os extratos foram submetidos a prospec¢ao fitoquimica.
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4.2 Planejamento Quadrado Latino

O delineamento do planejamento Quadrado Latino foi feito de acordo com a Tabela 1,
nesta estdo apresentados seus niveis e variaveis, tendo como varidveis de resposta o teor
polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados. Como ¢ apresentado na tabela 2,
foram realizados 9 experimentos, em triplicata, para cada metabdlito secunddrio, totalizando

&1 ensaios.

Tabela 1 — Variaveis estudadas para o planejamento quadrado latino.

Niveis
Fatores 1 2 3
Tipo de Planta (A) Ameixa - Casca Bratina - Folha Catingueira - Casca
Concentracao de 0 o o
Etanol (B) 50% 70% 90%
Metoc~10 de Ultrassom Turbolise Ultrassom
Extragdo (C)
Fonte: autor.
Tabela 2 — Matriz do planejamento quadrado latino.
Numero de Tipo de Planta Concentragao de Método de
experimentos (A) etanol (B) extragdo (C)
1 1 | 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 2 1 3
5 2 2 1
6 2 3 2
7 3 1 2
8 3 2 3
9 3 3 1

Fonte: autor.

4.3 Prospeccao fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo, por espectrofotometria, na regido do visivel,
utilizando o espectrofotometro UV/Vis/NIR. LAMBDA™ 750, dos principais metabolitos
secundarios (polifendis, flavonoides e taninos) presentes nas cascas de ameixa, catingueira e

nas folhas de bratina. Essa caracterizacdo foi realizada com a finalidade de identificar os
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constituintes presentes em maior quantidade nas espécies estudadas. Os comprimentos de
onda foram escolhidos a partir de uma varredura, e assim foi selecionado o pico caracteristico

de cada amostra.

4.3.1 Determinacao do teor de Polifendis totais

Para a determinagdo do teor de polifenodis totais, utilizou-se o método descrito por
Chandra e Mejia (2004). A curva padrao foi preparada utilizando diferentes concentragdes,
entre 3 e 40 ng/mL, de 4cido galico e as absorbancias foram medidas no comprimento de
onda de 757 nm. Distribuiu-se, em cada tubo de ensaio, 0,5 mL da solu¢do do reagente de
Folin-Ciocalteau 1N e posteriormente, 0,5 mL das respectivas solucdes de extrato. As
concentragdes dessas solu¢des foram escolhidas através de testes preliminares, com o intuito
dos valores das absorbancias estarem dentro da faixa da curva de calibragdo. Os tubos
ficaram em repouso por 2 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, adicionou-se
1 mL de uma solucdo de Na,COj; a 20% (m/v). Os tubos ficaram em repouso novamente, por
10 minutos até a reacao ser completada. Transferiu-se o contetdo dos tubos para uma cubeta e
realizou-se a leitura a 757 nm no espectrofotometro UV/Vis/NIR LAMBDA™ 750 (Perkin
Elmer).

4.3.2 Determinacao do teor de Flavonoides totais

Para a determinacdo do teor de flavonoides totais, utilizou-se o método descrito por
Meda et al, 2005. A curva padrdo foi preparada utilizando diferentes concentragdes, entre 2 e
28 pug/mL, de quercetina e as absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 415
nm. Distribuiu-se, em cada tubo de ensaio, 1,5 mL da solugdo, de AICl; a 2% em metanol
(p/v) e posteriormente, 1,5 mL das respectivas solucdes de extrato (em metanol). As
concentragdes foram escolhidas através de testes preliminares, com o intuito dos valores das
absorbancias estarem dentro da faixa da curva de calibracdo. Os tubos ficaram em repouso por
10 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Transferiu-se o contetido dos tubos para uma
cubeta e realizou-se a leitura a 415 nm no espectrofotometro UV/Vis/NIR LAMBDA™ 750
(Perkin Elmer).
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4.3.3 Determinacao do teor de Taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993). A curva padrao foi preparada utilizando diferentes concentragdes, entre 10 e
451 pg/mL, de catequina e as absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 500
nm. Distribuiu-se, em cada tubo de ensaio, 1,5 mL da solucdo de vanilina (4% p/v em
metanol) e posteriormente, 0,25 mL das respectivas solugdes de extrato (em metanol). As
concentragdes foram escolhidas através de testes preliminares, com o intuito dos valores das
absorbancias estarem dentro da faixa da curva de calibragdo. Distribuiu-se, 0,75 mL de HCI
P.A. Os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos, imersos em agua a cerca de 22 °C.
Transferiu-se o contetido dos tubos para uma cubeta e foi realizada a leitura a 500 nm no

espectrofotometro UV/Vis/NIR LAMBDA™ 750 (Perkin Elmer).

4.4 Analise Estatistica dos Dados

A partir da equagdo fornecida pelas curvas de calibragao foi calculada a concentragdo
experimental (em pg/mL) dos metabolitos secunddrios nas solugdes dos extratos. Para
encontrar o teor de polifenois, flavonoides e taninos condensados foi utilizada a seguinte
equacao:

= T 1) 5 U0
T% — L | |-||.-- =
G iy e 1

onde,
Cexp € a concentragdo experimental de cada metabolito secundario;
Csolugao ¢ @ concentragdo do extrato.
Posteriormente realizou-se a conversdo para a unidade que ¢ mais comumente
utilizada (mg de padrdo/g de extrato) e os dados obtidos foram tratados no software Statistica,

versao 10.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospeccao Fitoquimica

A seguir, nas Figuras 4, 5 e 6 estdo apresentadas as curvas de calibragdo para cada
metabolito secunddrio estudado. Para determinacdo de polifenois foi utilizada a equacgao de
calibracdo de acido galico: y = 0,0231x + 0,0076 (R* = 0,9998). Para flavonoides, a equacao
de calibragdo de quercetina: y = 0,0201x - 0,0021 (R?* = 0,9985). E por fim, para taninos
condensados, a equagdo de calibracdo de catequina: y = 0,0032x + 0,0679 (R*=0,9982).

Figura 4 — Curva de calibrac¢do de 4cido galico para polifenois totais.
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Fonte: autor.

Figura 5 — Curva de calibragdo de quercetina para flavonoides totais.
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Figura 6 — Curva de calibragdo de catequina para taninos condensados.
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Fonte: autor.

Os resultados da caracterizacdo fitoquimica quantitativa, a partir do planejamento
quadrado latino, estdo dispostos na Tabela 3.
Tabela 3 - Quantidade de metabolitos secundarios (polifenois, flavonoides e taninos condensados) dos extratos

obtidos por prospeccao fitoquimica.

Método

Tipode  Concentracao de Polifenois totais Ft:?t‘;?: 2:;';3 c o:::;::; 0s
Planta (A de etanol (B Extracao +DP (mg/ -
(A) (B) s )9 (mg/qg) (mg/g) +DP (mg/g)
50 Maceragio 385,52+15,90 14,79+0,70 217,30 £5,22
Ameixa - 70 Turbolise  45332+890 1929+065 221,26 10,84
Casca
90 Ultrassom  46131+791  21,19+£0,76 231,55+ 16,46
50 Ultrassom 31695+ 634  4671+299 7,18+ 0,98
B;%‘I'I':: - 70 Maceracio  332,94+516  46,10£3,13  3.19+036
90 Turbolise 349,54+ 647  54.66+1,16  220+031
50 Turbolise  26727+3,54  30,61£2,90 1527 0,97
Catingueira 70 Ultrassom 272,64 +332  3509+463  21,11+3,05
- Casca
90 Maceracio 278,18+ 7,38  21,64+530  21,00+3,29

Fonte: autor.

Na determinacdo fitoquimica quantititativa dos extratos das plantas medicinais, foi

observado que a Ximenia americana L. (ameixa) contém as quantidades mais elevadas de
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polifenois e taninos condensados, enquanto a Schinopsis brasiliensis Engler (brauna) possui a
maior quantidade de flavonoides. Segundo UCHOA et al, 2016, o extrato etandlico da casca
do caule da ameixeira apresentou um teor total de fenolicos de 678,66 mg de EAG. Ja para
SANTANA, 2016, o extrato etanolico a 70% (v/v) apresentou um valor de 160,08 mg/g +
1,15 para polifenois totais, 11,26 mg/g + 0,06 para flavonoides totais e 94,75 mg/g + 0,51
para taninos condensados. No presente estudo observa-se que a planta segue o mesmo
comportamento dos trabalhos citados anteriormente, apresentando uma maior quantidade de
polifenodis (valor maximo de 461,31 mg/g + 7,91), e taninos (valor maximo de 231,55 mg/g +
16,46), enquanto para flavonoides o numero ¢ bem inferior (valor maximo de 21,19 mg/g +
0,76). Podendo levar em consideracdo que a concentracdo de etanol a 90% (v/v) e a ultrassom
como método de extragdo levam a uma maximizagao dos resultados para esses metabolitos.

No estudo de SOUZA (2015) a quantificacdo do extrato etandlico na propor¢ao de
80:20 (etanol:agua) de S. brasiliensis Engler apresentou os seguintes valores: 598,55 mg/g
para polifendis totais, 6,94 mg/g para flavonoides totais e 15,83 mg/g para taninos
condensados. Em comparagdo, com esta pesquisa, a quantificacdo para polifenois foi menor,
com um valor maximo de 349,54 mg/g + 6,47, seguido de uma concentracdo maior de 54,66
mg/g + 1,16 para flavonoides e uma menor 7,18 mg/g + 0,98 para taninos. Considera-se que a
concentragdo de etanol a 90% (v/v) e a turbolise como método de extracdo interferem
positivamente no aumento dos dois primeiros metabolitos estudados, a medida que a
concentragdo de etanol a 50% (v/v) e a ultrassom como método de extracdo influencia em um
pequeno aumento na quantidade de taninos.

CHAVES (2016) utilizou o extrato de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz e
obteve as seguintes concentragdes de extrato etandlico, tendo a concentracdo de etanol:agua
50% (v/v) como solvente: 36,94 mg/g + 0,45 para polifenodis totais, 19,09 mg/g + 0,78 para
flavonoides totais e 59,08 mg/g + 0,69 para taninos condensados. Nesta pesquisa, 0s
resultados foram bem maiores para polifendis (concentracdo de etanol a 90% (v/v) e a
maceracdo como método de extracao), com um valor maximo de 278,18 mg/g + 7,38, seguido
de 35,09 + 4,63 para flavonoides e 21,11 £ 3,05 para taninos, na concentracao de etanol a
70% (v/v) e a ultrassom como método de extracdo para estes ultimos.

Pdde-se perceber que alguns valores da pesquisa ndo apresentam concordancia com a
literatura. Localizagdo geografica da coleta da planta, nivel de agua no solo, taxa de
evapotranspiracdo, intensidade luminosa, eficiéncia fotossintética, potencial hidrico vegetal,

estadio da planta, tempo, condi¢do de armazenamento do extrato e diluicdo da solugdo de
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extrato para que a concentracdo estivesse dentro da linearidade sdo fatores que respondem
diretamente a essas variacdes (LARCHER 2004; TAIZ, ZEIGER, 2004).

5.2 Analise Estatistica

Foi realizado o planejamento quadrado latino, com o objetivo de verificar se haveria
diferenca na concentracdo dos metabolitos secundarios, em fun¢do dos tipos de planta,
concentragdo de etanol e métodos de extragdo. Para validagdo do modelo matematico foi
utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) para polifendis totais, flavonoides totais e taninos
condensados, apresentadas nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, as quais exibem a

significancia dos efeitos a 95% de nivel de confianga.

Tabela 4 - Analise de variancia do planejamento quadrado latino para polifenois totais.

Fatores Soma Grau de Média F P
Quadratica Liberdade Quadratica

Tipo de 118625,8 2 59312,91 434,4547 0,000000

Planta

Concentragao 7714,0 2 3857,02 28,2519  0,000001

Método de 2897,8 2 1448,89 10,6128 0,000722

Extracido

Falta de Ajuste 2730,5 20 136,52

Total 131986,1 26

Fonte: autor.

Tabela 5 - Andlise de variancia do planejamento quadrado latino para flavonoides totais.

Fatores Soma Grau de Média F P
Quadratica Liberdade Quadratica

;:g‘n’tge 4380,794 2 2190,397  95,00437  0,000000

Concentragao 35,964 2 17,982 0,77994 0,471884

Método de

Extracéo 145,043 2 72,522 3,14549 0,064898

Falta de Ajuste 461,115 20 23,056

Total 5022,916 26

Fonte: autor.

Tabela 6 - Analise de variancia do planejamento quadrado latino para taninos condensados.

Fatores Soma Grau de Média F P
Quadratica Liberdade Quadratica

I,'I':gtge 2699383 2 134969,2  2897,641  0,000000

Concentracao 1144 2 57,2 1,228 0,314001

Método de 263.4 2 1317 2827 0082914

Extragéo

Falta de Ajuste 931,6 20 46,6

Total 271247,7 26

Fonte: autor.
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Analisando os efeitos dos fatores, observa-se que para polifendis totais, todos os
fatores foram estatisticamente significativos para o modelo (p<0,05). Isso pode ser explicado
pelo fato dos polifendis apresentarem caracteristicas fenolicas comuns ¢ pelas altas
concentragdes encontradas em todos os tipos de plantas analisadas neste trabalho, mostrando
que a concentracdo de etanol a 90% (v/v) ¢ mais significativo para uma maior quantidade de
polifendis, variando apenas os métodos de extracao.

Entretanto para flavonoides totais e taninos condensados apenas o tipo de planta foi
um fator significativo, mostrando que a concentracdo de etanol e o método de extragdo nao
precisam ser alterados para obtengdo de um maior teor de metabolitos secundarios.

Na figura 7, 8 e 9 estdo expostos os graficos das médias marginais estimadas para os
niveis de fatores, contendo informagoes referentes aos valores médios dos metabdlitos
secundarios para cada variavel estudada.

Figura 7 - Grafico das médias marginais para polifenois totais.
Polifenois totais (mg/g), Mean = 346396 Sigma = 71,2439
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Fonte: autor.

Avaliando a figura 7, observa-se uma ampla varidncia, para influéncia da
quantificacdo de polifenois, entre a casca da ameixa e a casca da catingueira. A casca da
ameixa apresenta um maior teor de polifendis (433,3878 mg de acido galico/g de extrato).
Como os outros fatores sao significativos, a concentragdo na propor¢ao de etanol:agua (90:10)

e o método extrativo de turbolise também apontam na maximizagao desses resultados.
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Figura 8 - Grafico das médias marginais para flavonoides totais.
Flavonoides Totais (mg/g), Mean =322314 Sigma = 13,8982
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Fonte: autor.

Na figura 8, observa-se que a folha da bratina exerce positivamente na influéncia da
quantificacdo de flavonoides totais (49,15565 mg de quercetina/g de extrato), ja a
concentracdo de etanol e o método de extracdo ndo possuem uma variagdo expressiva, tendo
em vista que a diferenga maxima ¢ de apenas 5,63405 mg/g, corroborado pela ANOVA, entre

o método de maceragdo e turbolise, podendo ser escolhido a menor concentragdo de etanol e o

método de extracdo mais acessivel.

Figura 9 - Grafico das médias marginais para taninos condensados.
Taninos Condensados (mg/g), Mean =82,2307 Sigma= 102,140
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Fonte: autor.

A figura 9 exibe uma alta variagdo entre a ameixa e as demais plantas, demonstrando

que a primeira planta contém uma quantidade bem superior de taninos condensados (223,3726



33

mg de catequina/g de extrato) ao mesmo tempo que as diferentes concentra¢des de etanol e os
métodos extrativos ndo apresentam praticamente nenhuma variacdo. Podendo ter como
recomendacdo a utilizagdo da menor concentracdo de etanol e do método de extragdo mais
viavel, resultando em um menor custo e tempo de analise.

Sendo assim, foi possivel determinar e quantificar os extratos, identificando as
varidveis que mais influenciaram na quantificacdo dos metabolitos secundarios e obtendo
resultados satisfatorios a partir das equagdes de calibracdo. O quadrado latino foi escolhido,
por terem poucas pesquisas na literatura e pela reducdo de experimentos comparados a outros
planejamentos, pois sdo realizados apenas 9 experimentos (3x3), podendo atribuir as

replicatas para uma maior confiabilidade nos resultados.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo fitoquimica ¢ parte integrante do que se chama de padronizacdo do
insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV), juntamente com a caracterizagdo botanica e
farmacologica da espécie vegetal. A partir da andlise fitoquimica, foi possivel identificar
classes de metabolitos secundarios de interesse farmacologico presentes nos extratos de
Ximenia americana L (ameixa), Schinopsis brasiliensis Engler (bratina) e Poincianella
pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz (catingueira).

Através dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a folha da ameixa ¢ a planta
que possui um maior teor de metabolitos secundarios vinculado a concentragdo de etanol a
90% (v/v) e a ultrassom como método de extracdo, obteve-se um valor 6timo para polifenois
totais de 461,31 mg de acido galico/g de extrato e para taninos condensados de 231,55 mg de
catequina/g de extrato, enquanto a folha da bratina, com a concentracdo de etanol a 90% (v/v)
e a turbolise como método de extracdo, foi a planta que mais obteve flavonoides totais, com
um valor maximo 54,66 mg de quercetina/g de extrato.

No planejamento experimental quadrado latino, todas as varidveis independentes
influenciaram na determinagdo de polifendis totais, enquanto para os flavonoides totais e
taninos condensados, apenas os tipos de plantas foram fatores influencidveis, de acordo com a
Anadlise de Variancia. As médias marginais exibem quais os fatores que podem ser utilizados
para otimizacdo do experimento: na determinagdo de flavonoides e taninos pode ser escolhido
o método extrativo mais viavel e a menor concentragdo de etanol, devido as suas baixas

influéncias no modelo, resultando em uma analise simples e de baixo custo.
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