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Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz

Identificacao de metabolitos secundarios em extrato hidroetandlico
foliar de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz

SOUZA, Giselle Silva de®; SANTOS, Leonardo da Silva®; CARDOZO, Noemia Cristina
Gama dos Santos®); LOPES, Esmeralda Aparecida Porto@

WY 0000-0003-2598-4205; Graduanda em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Estadual de Alagoas — UNEAL, Bolsista PIBIT pela Fundacio de
Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas — FAPEAL. Arapiraca, Alagoas, Brazil. E-mail: giselle.silvago8@gmail.com.

®%0000-0003-2617-436X; Graduando em Ciéncias Biologicas pela Universidade Estadual de Alagoas — UNEAL, Bolsista PIBIT pela Fundacio de
Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas — FAPEAL. Arapiraca, Alagoas, Brazil. E-mail: leossantos.bio@gmail.com.

®%0000-0002-4973-5126; Graduanda em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Estadual de Alagoas — UNEAL, Bolsista PIBIC pela Fundacio de
Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas — FAPEAL. Arapiraca, Alagoas, Brazil. E-mail: noemia_ cristina_@hotmail.com.

@%0000-0003-3765-0712; Professora do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Alagoas — UNEAL/Campus I.

Arapiraca, Alagoas, Brazil. E-mail: esmeralda.porto@uneal.edu.br.

O conteudo expresso neste artigo é de inteira responsabilidade dos/as seus/as autores/as.

d

ABSTRACT

In recent decades, studies referring to the activities of secondary compounds from plants have intensified,
presenting great importance for the pharmaceutical, biotechnological and agricultural industries.
However, the plant species Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, popularly known as pau-ferro,
stands out for having relevant pharmacological properties. Therefore, the objective of this work was to
identify the secondary metabolites present in the hydroethanolic leaf extract of Libidibia ferrea (Mart. ex
Tul.) L.P. Queiroz. To prepare the extract, the collected leaves were crushed and the constituents were
extracted from 100g of dry weight of plant material, using ethanol and autoclaved distilled water as an
extracting medium. The identification of secondary metabolites was based on precipitation and coloration
of the extract diluted in solution and specific reagents for each phytochemical test. The results obtained
revealed the presence of phenols, pyrogal tanites, flavononols, catechins, flavanones, steroids and
saponins, with no positive reaction for phlobaphenic tannins, anthocyanin, anthocyanidin, flavones,
flavonols, xanthones, chalcones, aurones, tricoanthocyanidins and thiocyanidins. It is concluded that the
hydroethanolic leaf extract of the species evaluated presents chemical compounds with important
biological activities, noting the need for advanced studies to confirm the biotechnological potential of this
extract.

RESUMO

Nas tltimas décadas, os estudos referentes as atividades de compostos secundarios de plantas tém se
intensificado, apresentando grande importancia para as indudstrias farmacéuticas, biotecnologicas e
agricolas. Nao obstante, a espécie vegetal Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, conhecida
popularmente como pau-ferro, destaca-se por possuir relevantes propriedades farmacoldgicas. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi identificar os metabdlitos secundarios presentes no extrato
hidroetanolico foliar de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz. Para o preparo do extrato as folhas
coletadas foram trituradas e os constituintes foram extraidos a partir de 100g de peso seco do material
vegetal, utilizando etanol e 4gua destilada autoclavada como meio extrator. A identificacdo dos metabdlitos
secundarios foi baseada na precipitagio e coloragio do extrato diluido em solugéo e reativos especificos
para cada teste fitoquimico. Os resultados obtidos revelaram a presenga de fendis, tanitos pirogalicos,
flavonondis, catequinas, flavanonas, esterdides e saponinas, nao havendo reagdo positiva para taninos
flobafénicos, antocianina, antocianidina, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
leucoantocianidinas e triterpendides. Conclui-se que o extrato hidroetanoélico foliar da espécie avaliada
apresenta compostos quimicos com atividades bioldgicas importantes, constatando a necessidade de
estudos avancados que confirmem o potencial biotecnologico desse extrato.
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Introducao

A utilizacdo de estudos sobre a constituicio quimica de plantas representa uma
importante etapa na identificacdo das espécies para descoberta de novas substancias
biologicamente ativas. Todavia, ainda pouco se sabe sobre os estudos fitoquimicos
preliminares de intimeras espécies vegetais naturais ou introduzidas (Godinho et al., 2015),
principalmente no bioma Caatinga, onde muitas espécies sintetizam diversos compostos
bioativos durante seu metabolismo secundario, apresentando uma variedade de atividades
biologicas (Rodrigues et al., 2017).

Ocupando cerca de 11% do territério nacional, o bioma Caatinga possui a vegetacao
mais heterogénea dentre os ecossistemas brasileiros, destacando-se por possuir um imenso
potencial para aplicabilidade terapéutica e biotecnolégica (Bessa et al., 2013; Cartaxo; Souza;
Albuquerque, 2010; Ribeiro et al., 2014) em suas espécies (Sousa et al., 2011). No entanto,
dados do Ministério do Meio Ambiente (2021) mostram que o desmatamento de sua area ja
chega a 46%.

Ocorrendo nos dominios da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal, o género
Libidibia (DC.) Schltdl pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, e inclui 500
espécies de distribuicao mundial (Zanin et al., 2012). A maioria das espécies do género sao
nativas no Brasil, onde encontram-se distribuidas nas regioes Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste.

A Libidibia ferrea (Martius ex Tul.) anteriormente classificada como Caesalpinia
ferrea, é uma angiosperma de porte médio, nativa e endémica da flora brasileira (FLORA DO
BRASIL, 2021), predominante em areas de Caatinga. Conhecida popularmente como pau-
ferro, possui atividades biologicas como analgésica, antitumoral, antifingica, antioxidante,
antimicrobiana, cicatrizante e hipoglicemiante, além de possuir efeitos cardiovasculares
(Magalhaes et al., 2015).

Considerando o potencial botanico da Caatinga, as relevantes propriedades
farmacologicas do pau-ferro e a necessidade de encontrar novos compostos bioativos,
objetivou-se com este trabalho identificar os metabdlitos secundérios presentes no extrato
hidroetanolico foliar de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz.

Procedimento Metodologico

Preparo do material vegetal

As folhas da espécie vegetal Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz foram
coletadas nas primeiras horas do dia, em areas rurais proximas ao municipio de Arapiraca (9°
45 67 S, 36° 39’ 37° W), regiao agreste do estado de Alagoas. Apos a coleta, o material foi

armazenando em embalagens plasticas, de polietileno transparente, e levadas para o
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Laboratorio de Andlises Microbioldgicas do Polo Tecnologico Agroalimentar, localizado no
povoado Bananeira em Arapiraca — AL.

Em laboratorio, as folhas coletadas foram lavadas em agua corrente e colocadas em
solucao de hipoclorito a 10% por 20 minutos, com a finalidade de eliminar microrganismos
presentes em sua superficie. Em seguida, procedeu-se a lavagem em agua destilada, para a
retirada do excesso de hipoclorito e repouso sobre papel absorvente, para reducao do excesso
de umidade. Apos esse periodo, o material foi acondicionado em sacos de papel e colocado em

estufa, com circulacao de ar, a 60°C, durante 72 horas.

Obtencao do extrato hidroetanélico

Para obtencao do extrato hidroetanolico, foram utilizados 100 g do material vegetal
seco e pelo método de trituracio, colocados em recipiente de vidro fechado, com adicao de 200
mL de etanol absoluto (Lima et al., 2010). Em seguida, submeteu-se a mistura a uma turbo-
extracdo por 8 minutos, em dois tempos de quatro minutos, com intervalo de trés minutos
entre os tempos. Na sequéncia, realizando-se a filtragem em papel wathman n° 1.

Para evitar a interferéncia da acdo do etanol presente no extrato, o mesmo foi
evaporado. Para isso, colocou-se o extrato hidroetandlico em um béquer, submetendo-o ao
banho-maria a 40°C, por cerca de 18 horas, até restar um liquido viscoso. Depois, acrescentou-
se agua destilada autoclavada até o volume inicial e este foi acondicionado em vidro ambar,

mantido em refrigerador a 4°C, até o momento de utilizacdo nas avaliacoes.

Identificacao de metabolitos secundarios

Do extrato hidroetandlico foliar obtido separou-se 90 mL para a realizacao de testes
fitoquimicos. A identificacdo dos metabdlitos secundérios foi baseada na precipitagdo e
coloracao do extrato diluido em solucdo e reativos especificos para cada teste conforme a

metodologia descrita por Matos (1997), realizando todos os testes em triplicatas.

Fenois, taninos pirogalicos e taninos flobaténicos

No teste 1, para fendis e taninos, adicionou-se em um tubo de ensaio 3 mL do extrato
hidroetanélico e 3 gotas de cloreto férrico (FeCl;), agitando-se por alguns instantes. A
coloracao variavel entre o azul e o vermelho indica a presenca de fenois. Ja o precipitado escuro
com tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos e a cor verde, a presenca de

taninos condensados ou catéquicos.

Antocianinas, antocianidas e flavonéides
No teste 2, para antocianinas, antocianidas e flavonoides, foram utilizados 3 tubos de
ensaio com 3 mL do extrato hidroetanélico em cada, onde o primeiro tubo foi acidulado com

HCI 1% até o pH 3, o segundo frasco alcalinizado com NaOH 5% até o pH 8,5 e o terceiro a pH
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11. O aparecimento de mudanca na coloracdo do material indica a presenca de alguns

metabolitos, de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Indicativo de constituintes para teste de antocianinas, antocianidas e flavonoéides.

Cor em meio

Testes P . .
Acido® Alcalino 85 Alcalino(®
Antocianinas e antocianidas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, flavonois e xantonas Amarela
Chalconas e auronas Vermelha Verm. parpura
Flavononois Verm. laranja

Fonte: Matos (1997).

Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

No teste 3, para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas, foram utilizados dois
tubos de ensaio com 3 mL do extrato hidroetanolico em cada, o primeiro foi acidulado por
adicao de HCI até pH 1-3 e o segundo alcalinizado com NaOH até pH 11. Ambos foram
aquecidos com o auxilio de uma lampada de alcool durante 2-3 minutos. O aparecimento ou

intensificacao de cor indica a presenca dos metabdlitos especificados na Tabela 2.

Tabela 2. Indicativo de constituintes para teste de leucoantocianidinas, catequinas e

flavanonas.
Testes Cor em meio
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha o
Catequinas Pardo-amarelada _
Flavanonas _ Vermelho laranja

Fonte: Matos (1997).

Esterdides e triterpenoides

No teste 4, uma porc¢ao de 10 mL do extrato hidroetanolico foi separada em um béquer
rotulado. Aqueceu-se o béquer em banho-maria até a evaporacgio total da parte liquida. O
residuo seco do béquer foi extraido 3 vezes com 2 mL de cloroférmio e homogeneizado. A
solucao foi filtrada gota a gota em um pequeno funil com algodao, coberta com alguns
decigramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio. Foi adicionado 1 mL de anidro acético,
agitou-se suavemente, e adicionou-se 3 gotas de H.SO, concentrado. Agitou-se novamente e
observou-se a projecao de cores indicando: coloracao azul evanescente seguida de verde
permanente como indicativa da presenca de esterodides livres. Enquanto a coloragao parda até

vermelha indica triterpeno6ides pentaciclicos livres.

Saponinas
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No teste 5, a determinacao da presencga de saponinas seguiu conforme proposto por
Kloss et al. (2016), com modificacoes. Assim, uma aliquota de 2 mL de extrato hidroetanélico
foliar foi adicionado em um tubo de ensaio com 5 mL de agua destilada fervente. Apos
resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando em repouso por 15-20 minutos. A presenca

de saponinas foi observada pela formacao de espumas persistentes.

Resultados e Discussao

A analise fitoquimica do extrato hidroetandlico das folhas da espécie Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz revelou a presenca de fendis, tanitos pirogalicos, flavononois,
catequinas, flavanonas, esteroides e saponinas através da mudanca de coloracao e ou formacao
de precipitados pela adicao de reagentes especificos ao extrato vegetal, conforme o mostrado

na tabela 3.

Tabela 3. Identificacdo de metabdlitos secundarios em extrato hidroetanolico das folhas de
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz.
Testes fitoquimicos Resultados

Fenois *E
Taninos pirogalicos
Taninos flobafénicos ---
Antocianina e antocianidina -—
Flavonas, flavonéis e xantonas -
Chalconas e auronas -
Flavononois
Leucoantocianidinas -—-
Catequinas wEE
Flavononas
Esteroides wRE
Triterpenoides -
Saponinas

*** = presenca de metabdlito; --- = auséncia de metabdlito.
Fonte: Dados da pesquisa (2021).

*¥¥*

Segundo Matos (1997), os testes fitoquimicos desenvolvidos possuem como objetivo
principal permitir que levantamentos e analises de componentes quimicos em produtos
naturais sejam realizados, esclarecendo e registrando importantes constituintes resultantes do
metabolismo secundario encontrado em diversas espécies vegetais.

Silva, Gomes e Santos (2014) ao estudarem o mecanismo de acao e a variedade dos
compostos quimicos presentes na L. ferrea, identificaram a presenca de compostos
secundarios como fendis, taninos, flavondides e saponinas, os quais também foram
encontrados no presente trabalho.

Diante disso, ainda que seja importante realizar uma padronizacdo dos extratos
produzidos, nao se encontra disponivel, atualmente, na farmacopeia brasileira uma

padronizacao adequada para cada grupo vegetal (Rodrigues et al., 2016). Logo, a extracao dos
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compostos quimicos da matéria vegetal precisa ser adequada aos metabolitos secundarios que
a compoe ou que se deseja extrair.

Nesse sentido, o solvente desempenha a funcao principal na extragao, pois quanto mais
seletivo, mais é possivel extrair as substincias desejadas também de forma direcionada.
Porém, o extrato alcoolico e hidroalcoolico, de misturas etanélicas ou metanoélicas a 80%, sao
os mais utilizados, por possuirem a capacidade de extrair uma grande quantidade de
metabolitos secundarios frequentemente (Cunha, 2014).

Dewick (2002) relata que, no estudo de materiais de origem vegetal, sua composicao
quimica pode variar de acordo com alguns fatores como a area de desenvolvimento da planta,
solo, sazonalidade, tempo de colheita, preparo do material e parte da planta utilizada. No
entanto, os fendis e taninos totais sao, geralmente, encontradas em todos os testes fitoquimicos
realizados, mostrando que esses compostos, provavelmente, estariam presentes
independentemente das variaveis encontradas no momento da coleta e preparo do material.

Nos tltimos anos, os produtos do metabolismo secundério de plantas tém sido bastante
estudados em testes fitoquimicos (Costa et al., 2017). A diversidade, em termos de estruturas
e propriedades quimicas, na qual essas substancias ocorrem na natureza, apresentam potencial
para o desenvolvimento de um grande nimero de produtos naturais. Dessa forma, diversas
atividades biologicas tém sido atribuidas a esses compostos secundérios (Romagnolo &
Selmin, 2012; Belhadj et al., 2016).

Silva et al. (2011), observaram a partir do extrato hidroetanolico de L. ferrea um alto
teor de fenois relacionados com a elevada acao antioxidante in vitro. Assim, de acordo com
Menezes Filho e Castro (2019), e Duarte, Mota e Almeida (2014), os compostos fendlicos
observados fazem parte de um grupo abundante e bem diversificado de compostos que
contribuem no sabor, no odor e na composicao de cores em diversos vegetais, apresentando
acao antioxidante.

Os taninos, por sua vez, ocorrem em uma ampla variedade de plantas, sendo este
composto secundario considerado como um dos meios de defesa das plantas contra fungos
patogeénicos, bactérias e contra os ataques de insetos herbivoros.

Com mais de 8.000 substancias identificadas, os flavondides possuem diferentes
classes (Aratijo, 2008; Boveris et al., 2001). Atribuindo caracteristicas importantes, como: a
protecao celular vegetal, em plantas de pleno sol e protecao ao ataque de insetos, fungos, virus,
bactérias, pois sdo considerados agentes antioxidantes potentes (Carrera et al., 2014), com
acoes anti-inflamatorias, anti-histaminico e antiviral (Zuanazzi, 2004).

Na classe dos polifenois encontram-se as catequinas, que sao compostos incolores,
hidrossolaveis, que contribuem para o amargor e a adstringéncia do vegetal. As catequinas
possuem ainda acao farmacolégica diretamente envolvida no metabolismo dos lipideos, além

de apresentarem uma relevante atividade antioxidante (Gomes & Martins, 2017).
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Os esteroides vegetais observados, sdo citados na literatura por deterem propriedades
antitumorais, antimicrobianas e hormonais (Guimaraes et al., 2014). Enquanto os compostos
pertencentes as saponinas além de apresentarem acao antioxidante e antifiingica, possuem
atividade citotoxica contra tumores (Pereira et al., 2018).

As saponinas destacam-se ainda por apresentarem propriedades detergentes e
surfactantes. Nas plantas que as produzem, estas apresentam funcées como regulagao do
crescimento, defesa contra insetos e patdgenos. Essas funcoes revelam a importancia desses
compostos na adaptacao e sobrevivéncia vegetal (Schenkel et al., 2007).

Para Silva, Miranda e Conceicao (2010), a pesquisa fitoquimica tem como pilar,
conhecer os constituintes quimicos que as plantas produzem como metabolitos secundarios.
Ressaltando a necessidade de novos estudos abordando uma vasta quantidade de espécies da
flora que ainda nao possuem relatos dos seus compostos quimicos conhecidos, tornando a
analise fitoquimica de extrema necessidade para identificacdo dos grupos de metabdlitos

secundarios com caracteristicas relevantes para o cenario biotecnologico.

Conclusao

Conclui-se que o extrato hidroetandlico foliar de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P.
Queiroz apresenta compostos secundarios com diversas atividades biologicas importantes,
revelando a presenca de fenodis, tanitos pirogalicos, flavonondis, catequinas, flavanonas,
esterdides e saponinas. Constatando a necessidade de estudos avancados que confirmem o
potencial biotecnolbgico desse extrato.

Desse modo, é possivel observar a importancia que estudos similares apresentam. Nao
apenas por propiciarem a producdo de novos produtos naturais com a identificacdo de
compostos biologicamente ativos, mas também por ressaltar a importancia dos recursos

vegetais de cada bioma, por meio das espécies vegetais estudadas.
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