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RESUMO

O uso de plantas medicinais representa um grande aliado & manutencao das condi¢ées
da saude humana, especialmente para a populacdo de baixa renda. Dentre as varias
espécies vegetais da Caatinga, utilizadas na medicina popular, podem-se citar as
espécies Libidibia ferrea e Amburana cearensis, bastante relatadas quanto aos efeitos
farmacoldgicos de seus metabdlitos secundarios, contudo, ha escassez de pesquisas
quanto ao uso dos polissacarideos constituintes dessas duas espécies. E importante
considerar o potencial farmacologico dos polissacarideos vegetais, 0s quais tém se
revelado possuidores de uma variedade de propriedades biolégicas, a exemplo das
pectinas, um grupo de polissacarideos complexos com propriedades bioldgicas
comprovadas na literatura. Para a melhor compreensdo dos mecanismos de acao
dessas moléculas, faz-se necessario a realizacdo de estudos de caracterizacédo
quimica. O presente trabalho apresentou como objetivo geral a obtencdo e andlise
quimica parcial de fracdes polissacaridicas extraidas de vagens de Libidibia ferrea e
Amburana cearensis, de modo a subsidiar futuros estudos de aplicacdo biolégica
dessas macromoléculas, bem como outros de caracterizacao estrutural. As fracdes
foram obtidas por meio de extracdes aquosas, com solucdes de acido nitrico, acido
citrico, oxalato de aménio e hidroxido de sédio. Quanto ao rendimento, foram obtidas
guantidades de polissacarideos que variaram entre 0,046 g a 1,931 g, para L. ferrea e
0,08 g a 4,32 g para A. cearensis, compreendidos entre 7,71% a 19,3% e 0,20% a
5,4%, respectivamente para as duas espécies. Todas as fragcbes apresentaram
significativos teores de carboidratos totais, sendo que para as fragcdes provenientes da
vagem de L. ferrea foram encontrados valores que variaram de 33,23 + 0,17 & 83,60 *
0,07 e para as fracdes correspondentes a A. cearensis o teor de carboidratos variou de
23,80 £ 0,07 a 82,0 =+ 0,13. Quanto ao teor de acido galacturdnico,os valores
encontrados nas fragfes polissacaridicas de L. ferrea variaram de 23,12 + 0,13 a 52,53
+ 0,07 e para A. cearensis os valores foram de 21,33 + 0,003 a 59,07 + 0,02. As fracbes
apresentaram ainda significativo teor de proteinas e compostos fendlicos, sendo que
para as fracGes de L. ferrea esses valores de proteinas variaram de 17,6 + 0,02 a 35,68
+ 0,01 e, compostos fendlicos de 5,81 + 0,0043 a 16,75 = 0,004. A.cearensis proteina
valor minimo de 5,4 + 0,004 e valor maximo de 22,93 + 0,02, o teor de compostos
fendlicos nessas amostras variou de 4,16 +0,004 a 13,12 +0,02. Considerando-se 0s
parametros avaliados, Libidibia ferrea e Amburana cearensis representam fontes
potenciais de obtencdo de pectinas. Valores significativos de compostos fendlicos nas
amostras obtidas representam um dado importante, considerando as propriedades
antiinflamatdrias ja descritas para Libidibia ferrea e Amburana cearensis. O elevado teor
de proteinas das amostras pode sugerir a presenca de contaminantes nas fracdes
polissacaridicas obtidas, ou que o conteudo proteico esteja associado covalentemente
a estrutura das pectinas isoladas. Estudos de analise estrutural mais detalhados em
associacdo aos dados obtidos neste trabalho s&o necesssarios para uma melhor



caracterizacdo das moléculas obtidas e, assim, possibilitar uma futura avaliagdo de
suas propriedades farmacoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Pau-ferro; Umburana; polissacarideos de parede celular,;

pectinas; caracterizagdo quimica parcial.
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1. INTRODUCAO

E sabido que durante todo o desenvolvimento da humanidade as plantas
acompanham o homem. Por eras elas tém fornecido uma ampla lista de itens que
suprem as nossas necessidades mais basicas como a alimentacdo, e sdo também
usadas em tratamentos terapéuticos. Por apresentarem uma rica mistura de compostos
quimicos diferentes (SEYFRIED, 2014), as plantas tém formado a base de um
sofisticado sistema medicinal, com uma grande variedade de propriedades terapéuticas
muitas vezes fortalecidas pelo conhecimento empirico ao longo do tempo. Esse
interesse vem sendo elaborado nas ultimas décadas na forma de um processo continuo
de procura e desenvolvimento de novos medicamentos sustentado pela constatacdo
experimental, a qual é baseada nas observacgfes, informacfes e costumes populares
(HANDAM; AFIFI, 2004; FABRICANT; FARNSWORTH 2001).

O uso de plantas medicinais representa um grande aliado para a manutencao
das condi¢cbes da saude humana, especialmente para a populacdo de baixa renda
(LIMA et al., 2013), visto que, além da facilidade de obtencéo, a dificuldade de acesso
ao atendimento médico e o alto custo dos medicamentos sintéticos fazem com que o

comércio popular de plantas medicinais seja frequente (NUCCI, 2014).

As plantas sdo fontes importantes de novas drogas com potencial efeito
terapéutico. Diversas novas moléculas, derivadas de plantas medicinais, com atividades
biologicas interessantes ja foram identificadas (AMANLOU et al, 2005). S8o0 muitos 0s
relatos de atividades farmacoldgicas de extratos e fracdes de diferentes 6rgaos
vegetais com registros na literatura cientifica e com uso na medicina popular.
Metabdlitos secundéarios de plantas tém auxiliado no entendimento dos mecanismos e
processos de varios eventos fisioldgicos importantes como a dor e a inflamacéo, por
exemplo (CALIXTO et al, 2000; 2001; SOUZA et al, 2011; PEREZ, 2001).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades de vegetais do planeta, e
pelo menos a metade das espécies pode possuir alguma propriedade terapéutica util &
populacdo (MATOS, 1994). A Caatinga € um tipo vegetacional semi-arido Unico,

ocorrendo quase que exclusivamente na regido Nordeste do pais (ALBUQUERQUE;



ANDRADE, 2002). Contudo, os estudos e conhecimentos existentes sobre as plantas
medicinais da Caatinga sdo comparativamente menores aos de outras fitofisionomias
do mundo (CARTAXO, 2009). Ainda assim, varias publicacdes destacam a rica flora
dessa regido com suas variadas utilizacbes medicamentosas (ALBUQUERQUE et al.,
2007), enfatizado o potencial bioativo e o0s beneficios terapéuticos de plantas
medicinais, como demonstrado na revisdo de Silva et al. (2012). Dentre as varias
espécies utilizadas na medicina popular da Caatinga, podem-se citar as espécies
Libidibia ferrea e a Amburana cearensis bastante relatadas quanto aos efeitos

farmacolégicos de seus metabolitos secundarios constituintes.

Conhecida popularmente como pau-ferro ou jucd, Libidibia ferrea, cujo sinénimo
€ Caesalpinea ferrea, é considerada uma importante planta medicinal. A espécie tem
sido amplamente utilizada na medicina popular na forma de extratos, chas e infuses
de seus diferentes 6rgdos, com comprovada acao farmacologica na literatura cientifica,
que varia desde o tratamento de feridas, contusbes, tosse cronica, diabetes,
reumatismo e asma, até o combate a febre, diarreia e anemia. Além disso, estudos
relataram a presenca de metabdlitos primarios, indispensaveis a vida celular tais como
carboidratos, proteinas, lipideos, aminoacidos e &cidos ndcleicos, e secundarios, que
sdo aqueles compostos organicos oriundos de diversas rotas metabdlicas e do
metabolismo primario, com efeitos anti-inflamatério e analgésico (BACCHI et al., 1995;
PEREIRA et al., 2012; CARVALHO et al., 1996; SAWADA et al., 2014).

Por sua vez, a espécie Amburana cearensis, popularmente chamada de
umburana, imburana-de-cheiro ou cumaru é bastante utilizada especialmente no
tratamento de dor de barriga, reumatismo e tosse (ALMEIDA et al., 2010). Além disso, a
casca do caule e as sementes sdo utilizadas como lambedor para tratamento de
resfriado, bronquite, gripe e asma (SILVEIRA; PESSOA, 2010). A espécie é utilizada
ainda em forma de ché para tratar dentre outras enfermidades, célicas, derrame e dores
no corpo (ROSSI, 2008; CANUTO, 2008).

As pesquisas cientificas em torno de plantas medicinais apresentam focos
majoritarios definidos nas é&reas da fitoquimica e farmacognosia. A primeira é

responsavel pela caracterizacdo de possiveis compostos bioativos, enquanto a
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farmacognosia contempla ensaios de bioatividade, identificacdo do modo de acédo e
sitios ativos para acgdo de fitoquimicos (BRISKIN, 2000). Assim, o avango da ciéncia,
especialmente da fitoquimica, permite que 0os componentes quimicos vegetais sejam
isolados e tenham o0s seus potenciais medicinais estudados (GURIB-FAKIM, 2006).
Dentre 0os componentes quimicos vegetais, tém-se 0s polissacarideos (celulose,
hemicelulose e pectina) o grupo de compostos mais abundante da biosfera, encontrado
em todos 0s seres vivos, especialmente nas plantas, visto ser o principal constituinte da

parede celular, o suporte estrutural das células vegetais (PEREIRA, 2011).

Contudo, ainda ha poucos relatos sobre os aspectos estruturais e terapéuticos
de polissacarideos derivados de plantas da Caatinga. A maioria dos estudos enfatiza a
acdo terapéutica de compostos secundarios desses vegetais. Por outro lado, é
importante considerar esse potencial dos polissacarideos vegetais, 0os quais tém se
revelado possuidores de uma variedade de propriedades biolégicas com interesse
farmacoldgico. Dentre essas moléculas, as pectinas compdem um grupo de
heteropolissacarideos complexos e dotados de diferentes propriedades terapéuticas
protegendo contra doengas cardiovasculares, inflamacgao, obesidade, diabetes e cancer
(SILVA et al., 2011; 2012; JANEBRO et al, 2010; LYON, REICHERT, 2010; MELLO,
LAAKSONEN, 2009; PROSKI, 2000; DANSB, 1998; CHAU, HUANG, 2005). Além disso,
séo dotadas de atividade imunomoduladora (OLIVEIRA, 2011; LEUNG et al, 2006).

Essa classe primaria de biomoléculas, os carboidratos, especialmente o0s
polissacarideos, foi, durante muito tempo, considerada importante para o homem
somente do ponto de vista nutricional, no entanto, muito se tem investigado sobre as
diferentes estruturas destas moléculas e suas potenciais aplicacdes biol6gicas (BOHN;
BEMILLER, 1995).

E importante salientar que para se compreender os reais efeitos desses
polimeros como agentes terapéuticos, hd que se atentar as suas principais
caracteristicas fisicas e quimicas. Isso € possivel, primeiramente, atraves da
determinacdo da melhor forma de obtencdo das moléculas. As condi¢Bes de extracao
de polissacarideos séo fatores determinantes sobre o rendimento e caracterizagdo

quimica e estrutural desses compostos, levando, muitas vezes a alteracbes importantes
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nas suas propriedades funcionais. Em outras palavras, a investigacdo de um possivel
papel bioldgico deve, impreterivelmente, estar associado a determinacdo dos principais
aspectos quimicos da molécula em estudo (KLIEMANN et al, 2009).

Desse modo, considerando o potencial biotecnoldgico e farmacolégico de
polissacarideos vegetais, é relevante que sejam desenvolvidos estudos cuja tematica
aborde métodos que auxiliem nos processos de extracdo, obtencdo e caracterizacao
quimica dessa classe de polimeros, de modo a permitir estabelecer uma relagédo entre
0S aspectos quimico-estruturais dos compostos estudados e suas possiveis

propriedades biolégicas.

Assim, o presente estudo avaliou diferentes formas de obtencdo, bem como a
andlise quimica parcial de fragbes polissacaridicas das plantas medicinais Libidibia
ferrea e Amburana cearensis, com a finalidade de subsidiar estudos futuros de

atividades bioldgicas dos polissacarideos destas duas espécies medicinais.

2. OBJETIVO GERAL

Obter e analisar quimicamente fragdes polissacaridicas das plantas medicinais

Libidibia ferrea e Amburana cearensis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter fracdes polissacaridicas das vagens das plantas medicinais Libidibia ferrea
a partir de diferentes agentes extratores (meio acido, uso de quelantes e meio
alcalino);

e Obter fracbes polissacaridicas das vagens das plantas medicinais Amburana
cearensis a partir de diferentes agentes extratores (agua, meio acido, uso de
guelantes e meio alcalino);

e Determinar o rendimento das diferentes fragdes obtidas

e Determinar o teor de carboidratos totais sollveis nas fragdes obtidas;
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e Determinar o teor de &cido galacturénico nas fracbes obtidas, de modo a
identificar a presenca de pectinas;
o Determinar o teor de proteinas totais soluveis nas fragdes obtidas;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais nas diferentes fragdes obtidas.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais

O poder de cura das plantas medicinais € tdo antigo quanto a propria espécie
humana. Através de observacées do comportamento dos animais, antigas civilizacdes
perceberam que algumas plantas apresentavam principios ativos, 0s quais ao serem
experimentados no combate as enfermidades revelaram empiricamente poder de cura
(BADKE et al., 2011). A difusdo dos conhecimentos para as comunidades permitiu que
as plantas fossem utilizadas para sanar a necessidade de determinadas enfermidades
(NUCCI, 2014).

E grande o nimero de plantas que s&o utilizadas na medicina popular no Brasil,
contudo, nem todas apresentam acao bioldégica comprovada, o que desperta a atencao
multidisciplinar de pesquisadores da botanica, bioquimica, farmacologia, microbiologia e
toxicologia. Juntas, essas areas de pesquisa contribuem no que diz respeito ao
conhecimento sobre fonte medicinal natural (MACIEL et al., 2002).

O Brasil € uma das mais ricas regibes em biodiversidade vegetal do planeta.
Contudo, dentre toda essa diversidade de espécies vegetais, a Caatinga é a
fitofisionomia menos estudada e um tipo vegetacional semi-arido Unico no mundo
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002). Estudos tém enfatizado o potencial bioativo e os
beneficios terapéuticos de plantas medicinais da Caatinga (SILVA et al, 2012),
corroborando com o conhecimento e o uso popular. Dentre essas plantas, trazemos
neste estudo as espécies Libidibia ferrea e Amburana cearensis, dois tipos vegetais

amplamente usados na medicina popular.
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3.1.1 Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
Libidibia ferrea € uma espécie arborea pertencente a familia Fabaceae nativa do

Brasil, considerada endémica das regides Nordeste e Norte, presente principalmente na
area geografica dominada pela Caatinga (LEWIS, 2014). Além disso, a espécie é
cultivada em outros paises para a sua utilizacdo na arborizacdo de ruas e parques e é
conhecida pelo nome de “pau-ferro brasileiro” (MATOS, 2007). Como caracteristicas
gerais, a arvore geralmente mede de 10 a 15 metros de altura e apresenta um tronco
fino com didmetro de 40 a 60 centimetros. Suas folhas séo bipinadas, medindo cerca
de 15 a 19 centimetros de comprimento, enquanto os frutos sdo do tipo vagem

indeiscentes de coloracdo marrom escuro (LORENZI, 2002).

Figura 1: Libidibia ferrea
Fonte: Banco de imagens CNIP 2015

Considerada uma importante planta medicinal, a espécie tem sido amplamente
utilizada na medicina popular na forma de extratos, chas e infusdes de seus diferentes
orgaos, com comprovada acéo farmacoldgica na literatura cientifica que varia desde o
tratamento de feridas, contusdes, tosse cronica, diabetes, reumatismo e asma, até o
combate a febre, diarreia e anemia. Ha registros de uso popular da casca, frutos e

raizes para o tratamento de diabetes e como agente cicatrizante e antitérmico (MAIA,
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2004). Também foram relatados efeitos anti-inflamatoério e analgésico (BACCHI et al.,
1995; PEREIRA et al.,, 2012; CARVALHO et al.,, 1996; SAWADA et al.,, 2014).
Recentemente, demonstrou-se que os polissacarideos extraidos dos frutos de L. ferrea
possuem acdo anti-inflamatéria em ratos contra diferentes agentes flogisticos de
natureza osmotica e celular, também relacionada a imunomodulacdo, e que a atividade
detectada possa estar ligada ao conteudo de &cido urdnico do polissacarideo isolado,
contudo, seu estudo para essa aplicabilidade, ainda € modesto ao se comparar com 0s
registros de outros compostos primarios e secundarios originados de vegetais
(PEREIRA et al., 2012).

3.1.2 Amburana cearensis (A.C. Smith)

Amburana cearensis é uma Fabaceae arborea de origem nativa (LIMA, 2015)
que ocorre desde a regido Nordeste até o Brasil central, predominantemente, em
regides de Caatinga e na floresta pluvial de Minas Gerais (ALMEIDA et al., 2010). A
espécie apresenta porte regular, podendo atingir até 10 metros de altura nas regides de
Caatinga. A planta apresenta folhas compostas pinadas, alternas, imparipinadas e raras
vezes paripinadas. Peciolo verde e piloso, os foliolos sdo curtopeciolados, elipticos e
apresentam pélos simples (CUNHA, 2003). Quanto a ecologia e biologia da espécie

existem poucas informacoes, ja que ndo é uma espécie domesticada (LEITE, 2005).

Figura 2: Amburana cearensis
Fonte: Banco de imagens CNIP 2015
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Vérias partes da planta sdo muito utilizadas na medicina popular, especialmente,
as sementes e a casca do caule. Dentre as varias aplicacdes, chas dessas partes da
planta sdo usados para o tratamento de dor de barriga, gripe, resfriado, asma, colicas,
derrame, dores no corpo (ROSSI, 2008; CANUTO, 2008). Apresenta ainda, atividade
anti-inflamatoria, anticoagulante, vasodilatadora, espasmolitica e antitrombaética(LIMA,
2013).

Essa planta é usada popularmente no tratamento de problemas respiratérios e
como expectorante, sendo as sementes usadas contra inflamagfes e dores reumaticas
(ALBUQUERQUE et al., 2010). Demonstrou-se que a casca e as sementes de A.
cearensis sdo dotadas de efeitos anti-inflamatorio, antitussivo e antiespasmadico.
Lotufo et al. (2003) comprovaram a acdo anti-inflamatéria de IKPF, um flavondide
isolado da casca dessa planta, frente ao TNF-alfa, além de efeito antitumoral in vitro. A
acao anti-inflamatéria de IKPF também foi demonstrada em ratos por Leal et al. (2009),
além de outros compostos secundarios obtidos da casca de A. cearensis com efeito
anti-inflamatério in vivo sendo capazes de inibir a migracdo de leucécitos e neutrofilos
para a cavidade peritoneal de ratos sob inducéo de diferentes agentes flogisticos como
carragenina, serotonina, histamina e N-formilmetil-leucil-fenilalanina (LEAL et al., 2003).
Também foi demonstrado o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato
etandlico da casca de A. cearensis in vivo (OLIVEIRA et al., 2009; LEAL et al., 2011).
Contudo, ndo h& registro de trabalhos que tratem de efeitos farmacoldgicos e
informacdes de aspectos quimicos dos polissacarideos de A. cearensis.

3.2 Polissacarideos e parede celular vegetal

Devido sua diversidade quimica, especificidade bioquimica e vasta capacidade
de biossintese, o uso de produtos naturais aliado aos instrumentos da quimica
medicinal € uma estratégia bastante util na prospeccao de novas moléculas bioativas, e
as tornam favoraveis a descoberta de novos farmacos (NUCCI, 2014). Assim, 0s
polissacarideos vegetais representam uma categoria de novas moléculas dotadas de

propriedades biolégicas importantes e com potencial uso terapéutico contra inGmeras
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enfermidades. Com isso, a obtencdo e a determinacdo das caracteristicas quimicas
aliadas a elucidacdo dos aspectos estruturais, sdo critérios essenciais no estudo de
aplicacado farmacologica dessas macromoléculas, ainda pouco estudadas quanto a
esse potencial (PEREIRA et al., 2012).

Do ponto de vista estrutural, os polissacarideos sdo macromoléculas
pertencentes ao grupo dos carboidratos, sendo este grupo considerado a mais
importante fonte de energia do organismo. Os carboidratos sdo poliidroxialdeidos ou
poliidroxicetonas, ou ainda substancias que por hidrélise formam estes compostos. De
acordo com o numero de unidades de acucar, podem ser classificados como

monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (MOTTA, 2009).

Os monossacarideos sao acucares simples, constituidos por apenas uma
unidade poliidroxialdeidica ou cetbnica que ndo podem ser hidrolisados em carboidratos
mais simples. J& o0s oligossacarideos sdo aqueles formados por até dez
monossacarideos. Enquanto isso, os polissacarideos sdo carboidratos de alta massa

molecular, formados por mais de dez unidades monossacaridicas (MOTTA, 2009).

Assim como as proteinas e 0s acidos nucléicos, os polissacarideos fazem parte
do grupo dos biopolimeros, um grupo de materiais que apresenta um elevado potencial
de aplicacdo em diferentes setores e desempenham diversas fungcdes em processos
metabdlicos (SILVA et al., 2006). Os biopolimeros sdo macromoléculas resultantes de
processos quimicos naturais, que podem ser encontradas tanto nos animais e vegetais
guanto em microorganismos (NELSON; COX, 2006). Em geral, os polissacarideos se

destacam devido a sua facilidade de obtenc&o e industrializacdo (SOUZA, 2009).

Também conhecidos como glicanos, o0s polissacarideos sao bastante
heterogéneos, e diferem entre si na unidade, no grau de ramificacdo, no tipo de ligacéao
e no comprimento de suas cadeias, apresentando diferentes composi¢coes e fungdes
(NELSON; COX, 2006). Sao considerados ferramentas farmacologicamente
interessantes com a descricdo de acao imunoestimulante (LEUNG et al., 2006; CUNHA
et al., 2009), propriedades anticarcinogénicas e imunomoduladoras (ZONG et al., 2012;
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SILVA et al, 2012), antitumorais, antivirais, antifingicas, antiparasitarias,
antibacterianas, entre outras (SILVA et al, 2011; 2012; OLIVEIRA, 2011).

As angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptacdo aos seus
respectivos ambientes, dentre elas, o acimulo de certos compostos na parede celular.
A parede celular € um envoltério presente nas células vegetais. Aléem de conferir
caracteristicas exclusivas a esses organismos, é responsavel pela forma e protecéo das
células. Em sua composi¢do, a parede vegetal é formada especialmente por polimeros
de celulose, hemicelulose, pectina e proteinas (SANTI, 2014). Os polissacarideos
apresentam-se como um dos principais compostos de reserva (BUCKERIDGE et al.,
2000).

A parede celular vegetal foi considerada, durante muitos anos, um envoltério
celular morto e amorfo. Porém, sabe-se do complexo grau de estruturacdo da parede
celular e das diversas funcdes que esta desempenha na vida do vegetal (BRETT,
WALDRON, 1990). Este envoltério celular estd presente em todas as células de
vegetais superiores, com excecao de poucas, como os gametas (YORK et al., 1985;
SCHINDLER, 1998). A importancia da parede celular para a vida do vegetal da-se pelas
variadas funcdes que ela apresenta, sendo essencial na determinacao da forma celular,
da textura do tecido e da morfologia final do vegetal, através da forca mecéanica e
rigidez que apresenta (RAVEN et al., 1999; REID, 1997). A parede celular é ainda de
extremo valor quanto a protecdo das células ao ataque de patdgenos, pois ao
degradarem-se parte dos polissacarideos da parede celular, os oligossacarideos
gerados difundem ao redor das células vizinhas, promovendo reacdes de defesa local
(BRETT; WALDRON, 1990), além de ativarem genes responsaveis pela sintese de
fitocompostos, como por exemplo, a producao de fitoalexinas e antibioticos (BOWLES,
1990). Outra importante participacédo da parede celular na comunicagcéao célula-célula,
deve-se a necessidade de absorcdo, transporte e secrecdo de substancias entre as

células do vegetal, que sao dependentes da parede celular (BRETT; WALDRON, 1990).

A parede celular de vegetais superiores é composta majoritariamente por
carboidratos, os quais estdo associados a proteinas (HELDT, 1997). A fracdo glicidica

consiste de microfibrilas de celulose entrelacadas em uma fase continua de pectina e



18

hemicelulose, além da lignina presente em paredes celulares secundarias (WHISTLER,
1970). A distribuicdo destes polimeros na parede celular j& deu origem a varios
modelos estruturais, propostos na tentativa de desvendar a real estrutura da parede

celular, que se encontra dividida em primaria e secundaria.

Figura 3: Modelo proposto das estruturas presentes na
parede celular. Fonte: SEYFRIED (2014)
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A parede celular primaria € encontrada em células jovens, sendo de fundamental
importancia no processo de expansao celular (REID, 1997). E também observada em
células de tecidos suculentos e parenquimaticos das folhas e frutos (FRESHOUR et al.,
1996). A composicdo quimica da parede celular priméria de dicotiledéneas € de,
aproximadamente, 25-40% de celulose, 15-25% de hemicelulose, 15-40% de
substancias pécticas, 5-10% proteinas e tracos de compostos fendlicos (AVIGAD; DEY,
1997).

J4 a parede celular secundaria encontra-se entre a primaria e a membrana
plasmatica da célula, conferindo rigidez aos tecidos vegetais (REID, 1997). A conversao
da parede primaria em secundaria ocorre apds o processo de lignificacdo, o qual
interrompe o crescimento celular, e indica, portanto, o0 amadurecimento celular e a
diferenciacéo terminal da célula (ALBERSHEIM et al., 1996). A constituicdo quimica

deste tipo de parede, em dicotiledéneas, passa a ser de 40-45% de celulose, 15-35%
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de hemicelulose, 15-30% de lignina e tracos de pectina (AVIGAD; DEY, 1997). Do
ponto de vista quimico, as pectinas, a celulose e as hemiceluloses podem ser
diferenciadas desde as formas de extracdo. As pectinas sdo, normalmente, extraidas
por meio de solucdes aquosas de oxalato de aménio ou EDTA, as quais sdo capazes
de quelar o calcio ou outros cations metalicos divalentes. As hemiceluloses sdo mais
dificeis de serem removidas da parede celular, requerendo-se, além do uso de &gua, o
uso de solucgdes alcalinas, como hidréxido de sodio ou potassio. A celulose por sua vez
€ obtida a partir dos residuos da extracdo de pectinas e hemiceluloses sendo, portanto,
ndo soluvel em alcali (AVIGAD; DEY, 1997).

3.2.1 Polissacarideos de reserva de parede celular

3.2.1.1 Celulose
A celulose é um componente caracteristico encontrado em todas as paredes

celulares de plantas. Apresenta como estrutura basica cadeias de mon6meros de
glucose com ligagOes glicosidicas que formam polimeros lineares e insollveis em agua
(SEYFRIED, 2014). A molécula de celulose resiste a grandes tracdes e representa
cerca de 20% a 30% da matéria seca da parede celular (OCHOAVILLARREAL et al.,
2012). Sado moléculas extremamente organizadas, sendo considerados os polimeros
mais ordenados das paredes celulares. Essa caracteristica contribui com a sua
funcionalidade, que proporciona forca e ajuda a controlar o crescimento da célula
(THOMAS et al., 2013).

3.2.1.2 Hemiceluloses
O termo hemicelulose foi proposto pela primeira vez por Schulze, em 1891, no

intuito de designar polissacarideos extraidos de plantas através de solugfes alcalinas
(WHISTLER, 1970). No entanto, tem-se relato de diversos polissacarideos extraidos
com agua, como as arabinogalactanas e glucomananas que sao também considerados
hemiceluloses (FENGEL; WEGNER, 1989). Hemicelulose corresponde a um grupo
heterogéneo de polimeros que apresenta uma cadeia principal composta por unidades

de glucose, manose ou xilose ligadas em configuracdo equatorial nos carbonos 1 (C1) e
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4 (C4) (ULVSKOQV, 2010). Apesar de atuarem como moléculas sinalizadoras, ou como
substancias de reserva, a fungdo mais conhecida desse polissacarideo € estrutural.

Para alguns autores, o termo hemicelulose refere-se aos polissacarideos de
baixa massa molar, encontrados na parede celular de plantas terrestres, que se
associam com a celulose e a lignina (COLLINS; FERRIER, 1995). REID (1997)
conceitua as hemiceluloses como polimeros da parede celular que apresentam um tipo
particular de estrutura molecular e exercem uma determinada funcdo nesta parede.
GABRIELLI e colaboradores (2000) adotam a definicdo descrita por ASPINALL (1969) e
TIMELL (1964), na qual o termo hemicelulose refere-se aos polissacarideos presentes
em tecidos vegetais que ocorrem juntamente com a celulose e que podem ser isolados

através de extracdes aquosas ou, mais frequentemente, alcalinas.

Apesar da dificuldade conceitual do termo hemicelulose, muito se tem relatado
sobre esta ampla diversidade de polimeros que constituem cerca de 20% do peso seco
da parede celular dos vegetais. A composi¢do quimica, abundancia e distribuicdo das
hemiceluloses dependem da espécie, tecido e condi¢cbes de crescimento do vegetal
(WHISTLE; Be MILLER, 1959; KITAYAMA et al., 2000). Outro fator determinante na
caracterizacdo de hemiceluloses ¢ a idade da planta, sendo a maturidade do vegetal de
grande influéncia na composicdo e abundancia de diferentes polimeros (BUCHALA,
WILKIE, 1974). Uma vez que existe uma ampla diversidade metodologica para a
purificacdo de hemiceluloses, a caracterizacdo destes polissacarideos sera dependente
do protocolo utilizado (GHALI et al., 1974; CARPITA, 1984).

As hemiceluloses séo constituidas por unidades monossacaridicas de D-xilose,
D-manose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, acido 4-O-metilglucurdnico, acido D-
galacturénico e &cido D-glucurbnico, sendo que eventualmente apresentam
grupamentos O-acetil ligados as unidades pertencentes as cadeias principal e/ou lateral
(FENGEL; WEGNER, 1989). Estes monossacarideos encontram-se glicosidicamente
ligados, constituindo diferentes polissacarideos, sendo os principais incluidos nas
classes denominadas arabinogalactanas, arabinoxilanas, xilanas,
galactoglucomananas, glucuronoxilanas, glucomananas, mananas e xiloglucanas
(PULS; SCHUSEIL, 1993; KACURAKOVA et al., 2000).
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3.2.1.3 Pectinas

Pectinas séo polissacarideos com alto grau de solubilidade em agua, ricos em
acido galacturénico (AGal) o que lhes confere um carater acido (LEUNG et al., 2006).
Sao considerados polissacarideos formados de hidrocoléides com ocorréncia natural
em plantas superiores, sendo muito usadas na industria de alimentos devida sua
capacidade de formar geéis e atuarem como estabilizante e emulsificante (WINNING et
al., 2007). Na célula, as pectinas estao relacionadas com protecdo e com a manutencao
do meio i6nico, modificando a difusdo de ions pela parede celular e regulando sua
porosidade (BUCKERIDGE; TINE, 2000).

Quimicamente, pectinas sdo misturas de polissacarideos complexos com a
predominancia de homogalacturonanas (HG) podendo também ser constituidas por
ramnogalacturonanas (RG) (FIGURA 4A). Contém 10% ou mais de substancias
organicas, compostas de arabinose, galactose ou outros acucares neutros como
glucose, ramnose e xilose (MADHAV, 2002; YAPO; KOFFI, 2006), podendo também
apresentar acucares raros (FIGURA 4B) tais como apiose (DARVILL et al., 1978), acido
acérico (ou 3-Ccarboxi- 5-deoxi-L-xilose) (SPELLMAN et al., 1983), 2-O-metil-fucose
(BARRETT; NORTHCOT, 1965; DARVILL et al., 1978), 2-O-metil-xilose (BARRETT;
NORTHCOT, 1965; DARVILL et al.,, 1978), Kdo (acido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-
octulosbnico) (STEVENSON et al., 1988) e Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosarico)
(YORK et al., 1985).

As homogalacturonanas sédo tipicamente polimeros lineares com unidades
repetidas de acido galacturdénico unidas por ligagbes glicosidicas a-(1—4), formando
longas cadeias (CAPEL et al., 2006), nas quais grupos acidos podem estar metil-
esterificados ou O-acetiladas em C-2 e C-3. Em cada caso, 0 percentual de
esterificacdo € expresso como grau de metoxilagdo (DM) e grau de acetilacdo,
respectivamente (LEVIGNE et al., 2002). Pectinas com DM equivalente a 14% e médias
de esterificacdo entre 50 e 80% séo consideradas como altamente metoxiladas, por
outro lado, as que apresentam DM maximo de 7% ou grau de esterificagdo menor que

50% s&o classificadas como de baixo grau de metoxilacdo (LIMA et al., 2010). A
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qualidade do gel formado pela pectina é dependente de seu conteldo metoxil
(MADHAYV, 2002).

Ramnogalacturonanas constituem a regido ramificada das pectinas sendo
divididas em dois tipos: ramnogalacturonanas | (RG-I) e ramnogalacturonanas Il (RG-II).
RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades alternantes de acido D-
galacturdnico ligadas por ligacdes glicosidicas a-(1—4), e ramnose ligadas por a-(1—2),
a qual se ligam cadeias laterais neutras tais como arabinanas e arabinogalactanas (De
VRIES, 1988).

Figura 4: Esquema representativo da estrutura basica de pectinas.

Fonte: Willats et al (2006).
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As arabinanas sdo polissacarideos que apresentam uma cadeia principal de
unidades furanosidicas de L-arabinose unidas por ligacdes glicosidicas a-(1—%5), com
ramificacOes ligadas a véarias unidades da cadeia principal na posicdo O-2 e/ou O-3
(PEREZ; MAZEAU; Du PENHOAT, 2000).
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As arabinogalactanas ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes. As
arabinogalactanas do tipo | tém uma cadeia linear de unidades piranosidicas de D-
galactose ligadas B-(1—4) com 20-40% de unidades furanosidicas de L-arabinose
ligadas a-(1—5) presentes em cadeias laterais curtas conectadas na posicao O-3 das
unidades de galactose (PERE; MAZEAU; Du PENHOAT, 2000; VORAGEN et al., 1995).

Ja as arabinogalactanas do tipo Il sdo polissacarideos altamente ramificados,
com cadeias de unidades de (3-D-galactopiranose unidas por liga¢des (1—3) e (1—06).
As ligacdes (1—3) predominam nas cadeias internas, enquanto que as liga¢des (1—06)
ocorrem principalmente nas cadeias externas, que sao geralmente terminadas por
unidades L-arabinofuranosil e em algum grau por unidades L-arabinopiranosil
(VORAGEN et al., 1995).

A molécula da pectina é heterogénea, apresenta na sua composicdo Varios
acucares, e pode variar de acordo com a fonte, fatores ambientais e métodos de
extracdo (SANTI, 2014). E formada basicamente por uma estrutura central de 100 a
1.000 monbmeros de &cido galacturdnico e cadeias laterais compostas por muitos

acucares, como galactose, arabinose e xilose (KASHYAP et al., 2001).

A propriedade mais conhecida das pectinas é a sua capacidade de formacgéo de
gel com acgucares e &cidos. Na parede celular, essa molécula contribui para o
crescimento e diferenciacdo celular, além de desempenhar papéis importantes na
defesa do organismo contra agentes patogénicos e na regulacédo de transporte de ions
(VORAGEN et al., 2009). Contribui ainda para a textura dos frutos durante o
crescimento e amadurecimento (SANTI, 2005).

E importante considerar o potencial terapéutico de polissacarideos de plantas,
principalmente os de natureza péctica, 0os quais tém se revelado possuidores de uma
variedade de propriedades biolégicas com interesse farmacoldgico. As pectinas
compdem um grupo de heteropolissacarideos complexos e dotados de diferentes
propriedades terapéuticas protegendo contra diversas patologias (SILVA et al, .2011;
SILVA et al., 2015; LYON; REICHERT, 2010; MELLO; LAAKSONEN, 2009; PROSKI,
2000; DANSB, 1998; CHAU; HUANG, 2005). Além disso, sdo dotadas de atividade
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imunomoduladora via ativacdo do sistema complemento, com ativagdo e inducao de
quimiotaxia de linfocitos que iniciam uma série de eventos por parte das células
imunologicas (LEUNG et al., 2006).

Polissacarideos imunomoduladores possuem origens variadas, e podem ser
encontrados em bactérias, fungos e plantas (LEUNG et al., 2006). De acordo com a
composicao, existem trés grandes grupos de polissacarideos modificadores da resposta
biolégica: B-(1—3)-D-glucanos, a/pB-(1—4)-mananos e os heteropolissacarideos com
alto grau de ramificacdo (LIU et al.,, 2006). Os polissacarideos de composi¢ao
heterogénea sao caracteristicamente derivados de pectinas vegetais (GUO et al., 2000;
YANEVA et al., 2002; EBRINGEROVA et al., 2003).

A partir disso, e considerando a escassez ou mesmo a inexisténcia de trabalhos
que tratem da obtencdo e das caracteristicas quimicas de polissacarideos de plantas
da Caatinga, justifica-se no presente trabalho a avaliagdo da presenca de
polissacarideos pécticos em fracbes de carboidratos obtidas das plantas medicinais
Libidibia ferrea e Amburana cearensis, de modo a possibilitar estudos de aplicagéao

biol6gica dessas macromoléculas.

MATERIAL E METODOS

4.1Reagentes
Albumina Sérica Bovina (BSA), metahidroxifenil, galactose e acido galacturénico

foram obtidos da Sigma, U.S.A. Os demais reagentes foram de grau analitico.

4.2 Material vegetal
Os frutos das espécies Libidibia ferrea e Amburana cearensis foram coletados no

municipio de Petrolina (24L0331438) e identificados a nivel de espécie. ApOs coletadas,
as vagens passaram por um processo manual de selecdo, onde as de aspecto
saudavel foram selecionadas para utilizacdo, enquanto as que apresentavam danos ou
pareciam estar contaminadas por fungos foram descartadas. As vagens saudaveis

foram higienizadas utilizando-se uma esponja umedecida com alcool em gel.
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Depois de limpas, as vagens foram separadas em béqueres e, posteriormente,
com auxilio de um alicate, foram quebradas para a retirada das sementes. Depois de
retiradas, as sementes foram guardadas e as vagens quebradas foram trituradas em
um triturador até obtencdo de um po fino; este foi armazenado em frascos
hermeticamente fechados, os quais foram identificados e guardados, protegendo a
farinha da umidade.

4.3 Extracdo de polissacarideos de parede celular de Libidibia ferrea

As farinhas obtidas da trituracdo das vagens foram utilizadas na preparacédo do
material de parede celular sob a forma de sélidos insoluveis em alcool (SIAs), utilizado
como material de partida para o isolamento de pectinas. Inicialmente, foram pesados 10
g da farinha, os quais foram colocados em 200 mL de solucdo etandlica a 80%
(proporcédo solido-liqguido de 1:20, p/v) e aquecidas a 70 °C sob suave agitacao
magnética durante 45 minutos. ApGOs esta etapa, a amostra foi filtrada em funil de vidro
sinterizado G3 com auxilio de uma bomba de vacuo. O residuo foi extensivamente
lavado com etanol 80% para remover as impurezas, pigmentos e acucares livres até
gue o filtrado ficasse incolor e, em seguida, secou-se por troca de solvente com etanol
a 90%, depois com etanol a 95%, em seguida com acetona 70% e, posteriormente, com
acetona absoluta. Finalmente, o residuo foi armazenado num cadinho de porcelana e
colocado numa estufa com circulacdo de ar a 35 °C durante 24 h para secagem e

remocao de remanescente de acetona.

As SlIAs secas foram pesadas, identificadas e guardadas em recipientes
adequados, fechados e armazenados a temperatura ambiente. A extracdo e obtencéo
dos SlAs foi realizada com seis (06) repeticdes. Trés das seis amostras de SIAs obtidas
foram dialisadas extensivamente durante 72 horas contra agua destilada em
membranas de corte de 12.000 Da. O material remanescente da diélise foi adicionado a
4 volumes de etanol 95% e deixado em repouso durante 1 h a temperatura ambiente e,
em seguida, armazenado a 4 °C durante a noite. Posteriormente, este material foi
filtrado em funil de vidro sinterizado G3 e o residuo foi lavado com etanol 95%, seguido

por desidratagdo com acetona absoluta, e secagem em estufa, como anteriormente. O
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material obtido foi denominado SlAs dialisado. O objetivo desta etapa foi verificar se
compostos secundarios ou de baixo peso molar, que pudessem estar presentes, seriam
eliminados através do processo de dialise. As trés outras amostras de SlIAs (SIAs nao

dialisado) foram pesadas e devidamente armazenadas.

ApOs pesados, os SlAs de Libidibia ferrea foram submetidos a extracdo sob
condi¢cdes acidas, ou na presenca de agentes quelantes ou em meio alcalino. Para
tanto, 10 g das amostras de SIAs foram suspensas em solu¢des de &cido nitrico (HNOg)
0,1 M ou &cido citrico (CsHsO7) 0,1 M ou oxalato de amdnio 0,5% ou hidroxido de sédio
0,1 M (proporcéo solido-liquido 1:25, p/v) durante 1 h a 80 °C, sob suave agitacdo
magneética. As suspensdes resultantes foram refrigeradas a uma temperatura abaixo de
20 °C e, posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C. Os
sobrenadantes foram filtrados em funil de vidro sinterizado G4 e com auxilio de um
potencidmetro, as solucbes tiveram seu pH medido e ajustado para 4,0 (para as
extracdes em meio acido) ou pH 7,0 no caso das extracdes realizadas na presenca de
oxalato de amoénio ou hidréxido de sodio. Os residuos das extracdes foram
ressuspensos Nno mesmo meio extrator e tratados como descrito anteriormente. Os
sobrenadantes dessa segunda extracdo foram adicionados ao da primeira e tiveram
seu pH ajustado para 4,0 ou 7,0.0s extratos obtidos foram submetidos a processo de
dialise durante 24 horas, concentrados em evaporador rotativo e precipitados em etanol
absoluto (proporcéo 1;4 v/v). Para a precipitacdo, os extrato foram mantidos em contato
com etanol sob leve agitagcdo por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram refrigeradas (4 °C) durante 12 a 24 horas para precipitacdo do material
gelatinoso (fracdo polissacaridica). Apds precipitacdo, o material foi filtrado em funil
sinterizado G4, sendo o residuo solubilizado em uma pequena quantidade de agua
destilada, mantido em banho maria a 60 °C para eliminacdo de acetona e liofilizagéo
para obtencdo dos polissacarideos extraidos em &cido nitrico, acido citrico, oxalato de
amonio e hidréxido de sodio. As amostras obtidas foram utilizadas nas analises
quimicas para determinacdo do teor de carboidratos totais, acido galacturénico,

proteinas e compostos fendlicos.
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4.4 Extracdo de polissacarideos de parede celular de Amburana cearensis

Assim como o material referente a L. ferrea, a farinha obtida da maceracdo das
vagens de A. cearensis foi usada na preparacdo do material de parede celular na forma
de solidos insoluveis em alcool (SIAs), utilizado como material de partida para o
isolamento de fracdo de pectinas. Amostras da farinha (10 g) foram colocadas em
solucéo fervente de metanol a 80% (proporcdo solido-liquido de 1:4, p/v) durante 45
minutos e filtradas através de funil de placa de vidro sinterizado G3. O residuos foram
extensivamente lavados com etanol 80% para remover as impurezas, pigmentos e
acucares livres até o filtrado ficar incolor e, em seguida, secou-se por troca de solvente
com etanol 95% e em seguida com acetona, e finalmente numa estufa com circulacao
de ar a 35°C durante 24 horas. As SlIAs secas foram pesadas, embaladas em
recipientes hermeticamente fechados e armazenados a temperatura ambiente, até o

momento do uso. A preparacdo de SlAs foi realizada com trés repeticoes.

4.5 Extracgdao fracionada de pectinas de Amburana cearensis

4.5.1 Extragdo em 4gua

Os SlAs foram dissolvidos em agua destilada (propor¢éo solido-liquido 1:25, p/v),
sob suave agitacdo magnética, durante 1 hora a 30 °C. A suspensdo resultante foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi filtrado em
tecido de malha fino e a solucéo clarificada ajustada a pH 4,0 com solucédo 0,1 M de
acido nitrico. O residuo foi ressuspenso em &gua destilada (proporcdo 1:25 p/v),
extraido por mais uma hora e tratado como anteriormente. O sobrenadante da segunda
extragao foi adicionado ao da primeira e o pH ajustado a 4,0, sendo denominado extrato
total. Os extratos totais combinados foram concentrados a vacuo e dialisados
extensivamente por 24 horas contra agua destilada em membranas de corte de 12.000
Da. O residuo da segunda extracdo foi submetido a uma sequéncia de novas extracoes
com diferentes agentes (acido nitrico, oxalato de aménio, e hidroxido de sdodio). As

extracOes foram realizadas em duplicata.
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O material remanescente da dialise foi colocado sob leve agitacdo magnética em
4 volumes de etanol a 95% e deixado em repouso durante 1 hora a temperatura
ambiente e, em seguida armazenada a 4 °C durante aproximadamente 12 horas para
precipitacdo das pectinas. A mistura foi centrifugada como anteriormente, o material
gelatinoso (pectina precipitada) foi disperso em agua destilada e em seguida, evaporou-
se a vacuo para remover remanescente de etanol. A dispersdo foi congelada e

posteriormente, liofilizada. esse material foi denominado pectina extraida em agua.

4.5.2 Extragdo em oxalato

Os residuos da extracdo em agua foram colocados em contato com solucao de
oxalato de amoénio 0,5% (proporcdo solido-liquido 1:25, p/v), sob suave agitacdo
magnética, durante 1 hora a 80 °C. A suspenséo resultante foi centrifugada a 10.000
rpm durante 20 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi filtrado em tecido de malha fino e a
solucao clarificada ajustada para pH 4,0 com solu¢éo 0,1 M de &cido nitrico. O residuo
foi ressuspenso em solucao de oxalato de aménio (propor¢do 1:25), extraido por mais
uma hora e tratado como anteriormente. O sobrenadante da segunda extracdo foi
adicionado ao da primeira e o pH ajustado para 4,0. O residuo da segunda extragdo em
oxalato de amonio foi empregado nas demais etapas da extracdo. Os extratos
combinados foram concentrados a vacuo e dialisados extensivamente por 24 horas

contra agua destilada em membranas de corte 12.000 Da.

O material remanescente da dialise foi submetido ao mesmo procedimento
utiizado na extragdo em agua (item 4.4.1) para obtencdo dos polissacarideos. o

material obtido foi denominado pectina extraida em oxalato de aménio.

4.5.3 Extragdo em meio acido

Os residuos da extracdo em oxalato de aménio foram submetidos a extracédo
em solucdo de acido nitrico 0,1 M (proporcdo solido-liquido 1:25, p/v), sob suave
agitagdo magnética, durante 1 hora a 80 °C. A suspensdao resultante foi centrifugada a
10.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi filtrado em malha fina e a
solucéo clarificada ajustada para pH 4,0 com solucdo de hidroxido de sodio. O residuo

foi ressuspenso em solucad de acido nitrico 0,1 M (proporcéo 1:25), extraido por mais
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uma hora e tratado como anteriormente. O sobrenadante da segunda extracdo foi
adicionado ao da primeira e o pH ajustado para 4,0. O residuo da segunda extracdo em
acido foi empregado nas demais etapas da extracdo. Os extratos combinados foram
concentrados a vacuo e dialisados extensivamente por 24 horas contra agua destilada

em membranas de corte 12.000 Da.

O material remanescente da didlise foi tratado da mesma forma como citado para
as extracbes em agua e oxalato de amoénio. O material obtido foi denominado pectina
extraida em acido (PecAc).

4.5.4 Extracdo em meio basico

Os residuos da extracdo em &cido nitrico foram colocados em contato com
solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M (proporcao sélido-liquido 1:25, p/v), sob suave
agitacdo magnética, durante 1 hora a 80 °C. A suspensdao resultante foi centrifugada a
10.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi filtrado em malha fina e a
solucdo clarificada ajustada para pH 4,0 com solucdo de HCI 0,1 M. O residuo foi
ressuspenso em NaOH 0,1 M (proporgéo 1:25), extraido por mais uma hora e tratado
como anteriormente. O sobrenadante da segunda extracdo foi adicionado ao da
primeira e o pH ajustado para 4,0. Os extratos combinados foram concentrados a vacuo
e dialisados extensivamente por 24 horas contra agua destilada em membranas de
corte 12.000 Da.

O material remanescente da dialise foi colocado sob leve agitacdo magnética em
4 volumes de etanol a 95% e deixado em repouso durante 1 hora a temperatura
ambiente e, em seguida armazenada em geladeira durante aproximadamente 12 horas
para precipitacdo da pectina. A mistura foi centrifugada como anteriormente, o material
gelatinoso (pectina precipitada) foi disperso em agua destilada e em seguida,
evaporado em banho-maria para remocao de remanescente de etanol. A dispersao foi

congelada e posteriormente, liofilizada, sendo denominada pectina extraida em base
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4.6 Andlises quimicas da fracOes polissacaridicas obtidas de L. ferrea e A.
cearensis

Para as andlises descritas a seguir foram preparadas diluicbes das fracdes
polissacaridicas obtidas de L. ferrea e A. cearensis a partir de uma solucdo estoque

encerrando 1 mg.mL.

4.6.1 Determinacéo de carboidratos totais

Para esta analise, 1 mL de cada diluicao foi adicionado rapidamente a 3 mL de
acido sulftrico concentrado em tubo de ensaio e agitado por 30 segundos. A solucéo foi
resfriada em banho de gelo por 2 minutos e, apés atingir a temperatura ambiente, foi
realizada a leitura de absorbancia a 315 nm em espectrofotometro. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e a quantificacdo dos polissacarideos foi realizada a partir
de uma curva de calibragéo de concentragdes crescentes de galactose (R?=0,9920). Os
resultados foram expressos como media * desvio padréo (%).

4.6.2. Determinacao de 4cido galacturénico

O teor de acido galacturénico foi determinado segundo o método descrito por
Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973) em espectrofotdmetro a 520 nm. Nesse método,
0,4 mL de solucdo de amostra foram adicionados em um tubo de ensaio a 2,4 mL de
solucéo de tetraborato de sddio 0,125 M, preparada em acido sulfarico concentrado. Os
tubos foram mantidos em banho maria fervente por 10 minutos, sendo entdo resfriados
em banho de gelo. A cada tubo foram adicionados 40 pL de solugcéo de metahidroxifenil
(0,15%). Em seguida as amostras foram lidas em espectrofotbmetro. Os teores de acido
galacturénico foram calculados com base em uma curva de calibracdo construida com
acido galacturdonico (R2=0,9949), sendo as analises realizadas em triplicata e os

resultados expressos como média + desvio padréao (%).

4.6.3 Determinacao de proteinas soluveis totais

A quantidade de proteinas soluveis foi avaliada pelo método de Bradford (1976)
em espectrofotbmetro a 595 nm. Neste ensaio, 100 pL de cada solucdo de amostra

foram colocados em um tubo de ensaio. A cada tubo foram adicionados 2,5 mL do
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reagente de Bradford. Apds 10 minutos, as amostras foram lidas em espectrofotémetro.
A concentracdo de proteinas foi estimada em relacdo a uma curva padréo construida
com albumina sérica bovina (R2=0,9982), sendo as analises realizadas em triplicata eos

resultados expressos como média *+ desvio padrao (%).

4.6.4 Determinacdo de compostos fendlicos

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos, foi utilizado o microensaio
adaptado de Singleton; Rossi (1965). Neste ensaio, 50 yL de cada amostra foram
colocados em um baldo de 5 mL. A cada baldo foram adicionados 250 pL de reativo
Folin e 2 mL de carbonato de sédio (7,5%). Completou-se o volume com &gua destilada
e agitou-se vigorosamente em vortex. Apds 1 hora protegido da incidéncia luminosa, as
amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 765 nm. A concentracdo de compostos
fendlicos nas amostras foi estimada com base em uma curva de calibracdo construida

com solucdes de concentragdo crescente de acido pirogalico (R2=0,9968).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos de caracterizacdo de moléculas organicas é um tema central
abordado pela quimica de macromoléculas. A determinacdo dos principais aspectos
quimicos de novos compostos € Ut para a sua elucidacdo estrutural, e
consequentemente para a interpretacdo das informacdes acerca dos provaveis
mecanismos de a¢do de moléculas biologicamente ativas. No que tange a quimica de
carboidratos, diferentes técnicas analiticas tem sido empregadas de modo a esclarecer
a diversidade estrutural e funcional de polissacarideos vegetais (BUCKERIDGE et al.,
2010, PEREIRA et al.,, 2012; SOUZA et al.,, 2015). Dentre esses métodos, a
determinacdo da composicdo monossacaridica e da massa molar fornececem
informacgdes importantes para a compreensdao das diferentes funcbes dessa classe
molecular, caracterizada por diversidade de formas estruturais, muitas vezes
relacionadas a diferentes fatores ou eventos ambientais e fisiolégicos do préprio vegetal

(BUCKERIDGE et al.,, 2010). Contudo, para se chegar a tais infomacdes deve-se,
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primeiramente, observar sua constituicdo a nivel analitico. Para tanto, a determinagéo
das melhores condi¢des de extracdo, aliada a mensuracao de parametros importantes
como o rendimento, teor de proteinas e carboidratos totais solUveis sdo etapas
importantes quando se pretende avaliar os demais aspectos no estudo quimico de
carboidratos (YAPO; KOFI, 2006).

No presente trabalho, foram avaliados diferentes meios de extracdo para
obtencdo de polissacarideos de duas importantes espécies de plantas medicinais da
Caatinga, Libidibia ferrea e Amburana cearensis. As etapas de extracdo foram também
monitoradas através da determinacdo de parametros analiticos (carboidratos, proteinas
e fenois totais). Considerando a importancia das pectinas a nivel biotecnoldgico e
farmacol6gico, as amostras obtidas foram avaliadas quanto ao teor de &cido
galacturdnico, o principal componente desta classe molecular (CANTERI et al., 2012),
sendo este um o6timo indicativo da quantidade e da qualidade de pectina extraida a

cada etapa ou diferentes condi¢cfes de extracao (YAPO; KOFI, 2006).

5.1 Extracao e rendimento das fracdes polissacaridicas de L. ferrea e A. cearensis

Amostras trituradas das vagens de L. ferrea (10 g) e A. cearensis (40 g) foram
submetidas a extracéo de polissacarideos sob diferentes condi¢cdes de temperatura, pH
e agentes extratores. Inicialmente, as amostras das vagens tratadas com etanol 80%
sob aquecimento superior a 70 °C. O uso de etanol ou metanol é Gtil para eliminagéo de
acucares simples e compostos secundarios, comumente presentes em tecidos vegetais
(SEIBEL; BELEIA, 2008). Ao final do processo foram obtidas quantidades de
polissacarideos que variaram entre 0,046 g a 1,931 g, para L. ferrea (TABELA 1) e 0,08
g a 4,32 g para A. cearensis (TABELA 2), com rendimentos compreendidos entre 7,71%
a 19,3% e 0,20% a 5,4%, respectivamente para as duas espécies.

Tabela 1: Rendimento das fracBes polissacaridicas obtidas de L. ferrea sob diferentes condi¢cdes de
extracao

AMOSTRA PESO INICIAL PESO FINAL RENDIMENTO (%)
SIAs 10g 0,046 g 0,45%
ACIDO NITRICO 10 g 1,931g 19,3%

ACIDO CITRICO 109 1,686 g 16,8 %
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OXALATO DE 329 0,247 g 7,71%
AMONIO
HIDROXIDO DE 31g 0,631 ¢ 7,96%
SODIO

Valores apresentados como média.
Valores de desvio padrdo para as amostras variaram entre 0,0 e 0,0007 (n=3).

Em relacdo ao rendimento dos polissacarideos de L. ferrea, a fracdo proveniente
de extracdo acido nitrico foi a que apresentou maior percentual entre todas as fracdes
(19,3%) , seguida das fracdes e acido citrico (16,8%). O rendimento obtido a partir da
extragdo em solucdo de hidroxido de sédio (7,96%) foi superior ao encontrado por
Pereira et al. (2012) para a mesma espécie (2,8%) sob as mesmas condi¢cdes de

extracao.

Em relagdo a espécie A. cearensis, ndo ha dados na literatura que tratem a
respeito dos polissacarideos obtidos dessa espécie. Contudo, observam-se valores
relativamente altos de rendimento da fracdo obtida a partir da extracdo com oxalato de
amonio. Provavelmente, o tipo de pectina presente em A. cearensis seja rica em ions
metalicos como Ca?* e Mg?" os quais sdo capturados na presenca do quelante
(SEIBEL; BELEIA, 2008).

Tabela 2: Rendimento das fracdes polissacaridicas obtidas de A. cearensis sob diferentes condi¢des de
extracdo

Peso Inicial Peso Final RENDIMENTO (%)
SIAS 40 g 432¢g 10,8 %
AGUA 40 g 0.11¢g 0,29 %
OXALATO | 409 0,17 g 5,4 %
ACIDO NITRICO | 409 0,080 g 0,20%
HIDROXIDO DE 409 0,176 g 0,43 %

SODIO
Valores apresentados como média.
Valores de desvio padrdo para as amostras variaram entre 0,0 e 0,001 (n=3).

O processo de extragdo dos polissacarideos empregou, em alguns casos,
aguecimento e acidificacdo, contudo, em todas as condi¢Oes testadas, a precipitagéo
em etanol foi realizada para obtencédo das fracbes de pectina. Embora a extracéo de
pectina varie de acordo com a matéria-prima, em linhas gerais, 0 processo
compreende: extracdo do vegetal de origem em meio aquoso acido; purificacdo desse

liguido extraido e isolamento da pectina por precipitagdo (CHRISTENSEN, 1984).
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A extracdo em meio acido sob aguecimento é o método utilizado industrialmente
para obtencdo de pectinas a partir de residuos industriais (CANTERI et al., 2012).
Diferentes acidos podem ser utilizados nesse processo. Em alguns paises, os acidos
minerais sdo proibidos, sendo substituidos por citrico, latico ou tartarico (CANTERI et
al., 2012). As condicdes de extracao sdo variaveis, mas via de regra um pH na faixa de
1,5-3,0 é utilizado por 0,5-6,0 horas, numa faixa de temperatura de 60-100 °C. A raz&o
sélido-liquido é geralmente 1:18 (THIBAULT et al., 1991).

Por outro lado, a extracdo empregando sais, como oxalato de amonio ou
potassio, tem sido também amplamente usada para obtencdo de pectinas de boa
qualidade, bem como para o fracionamento de componentes da parede celular
(SEIBEL; BELEIA, 2008). Os sais de amonio e potassio atuam como quelantes,
capazes de interagir com ions metdlicos de Ca?* e Mg?*, os quais estédo presentes como
grupos constituintes de pectinas, complexados a residuos de acido galacturbénico
(SELVENDRAN; O'NEILL, 1987).

Da mesma forma, extracbes em meios alcalinos sdo Uteis na obtencdo de
pectinas da casca de frutos de plantas por conseguirem arrancar moléculas mais
firmemente ancoradas a parede celular (PEREIRA et al., 2012; SOUZA et al., 2015).

Em relacdo ao isolamento de pectinas a partir do extrato total, o uso de dialise é
normalmente usado para a eliminacdo de compostos contaminantes de baixo peso
molecular, e a precipitacdo com etanol proporciona uma maior purificacdo da molécula.
A pectina precipita em concentracdes de etanol mais elevadas que 45% (m/v)
(CANTERI et al.,, 2012). Metanol, etanol e 2-propanol podem ser usados. Para
minimizar o volume de alcool, o extrato clarificado pode ser concentrado em
evaporadores até 3-4% do volume inicial. O precipitado obtido pela adicdo de etanol é
lavado posteriormente para remover contaminantes na forma de metais pesados,
residuos de agrotoxicos, acidos, agucares, compostos fendlicos, pigmentos e outros
materiais insoluveis em alcool (VORAGEN et al., 1995). Esses procedimentos foram

empregados para a obtencéo das fracdes poolissacaridicas de L. ferrea e A. cearensis.
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5.2. Andlises quimicas das fracfes polissacaridicas obtidas de L. ferrea e A.
cearensis

As amostras de solidos insolliveis em alcool (SIAs) das vagens de L. ferrea
apresentaram, em meédia, 10,19 + 0,03% de carboidratos totais. Enquanto isso, foram
encontrados valores de 38,97 + 0,05% e 33,23 + 0,17% para as extragdes em solucao
de &cido nitrico e de acido citrico, respectivamente. Pode-se observar, ainda, que as
fracOes polissacaridicas derivadas da extracdo em solucdo de oxalato de aménio foram
as gue apresentaram 0s maiores teores de carboidratos totais, em média 83,60 *
0,07%, seguido pelas extragdes em solucdo de hidréxido de sodio, cujo percentual
médio foi de 47,73 + 0,06% (TABELA 3).

Tabela 3:Valores médios de carboidratos totais e &cido galacturénico nas fra¢des polissacaridicas obtidas
de Libidibia ferrea

Amostra Carboidratos Acido Galacturénico
totais (%) 2 (%) ®
SIAS 10,19 +0,03 22,62 + 0,02
Pectina extraida em Acido Nitrico 38,97 £0,05 37,94 £ 0,16
Pectina extraida em Acido Citrico 33,23 £0,17 23,12+ 0,13
Pectina extraida em Oxalato de Amoénio 83,60 +0,07 52,53 + 0,07
Pectina extraida em Hidroxido de So6dio 47,73 0,06 25,62 £ 0,06

a Albalasmeh, Berhe, Ghezzehei (2013).
b Blumenkrantz; Asboe-Hansen (1973).

Andlises quimicas realizadas por Souza et al. (2015) em polissacarideos obtidos
de cascas do tronco de Geoffroea spinosa evidenciaram um teor de 62% de
carboidratos totais extraidos em solucédo de hidréxido de sodio 0,1 M. No trabalho de
Pereira (2011), que também utilizou vagem de L. ferrea (Caesalpinia ferrea), o teor de
carboidratos totais foi de 31%. Em estudos com o tegumento das sementes da espécie
Azadirachta indica, Pereira et al. (2012) encontraram 54% de carboidratos totais nos
polissacarideos extraidos sob condi¢cdes alcalinas. Em estudo com fracdes obtidas de
frutos de Abelmoschus esculentus Seyfried (2014) obteve, em média, 52% de

carboidratos totais em extracdes aquosas.

As analises realizadas com o material provindo das vagens da espécie A.

cearensis apontaram que, quanto ao teor de carboidratos totais, o SIAs apresentou em
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média 15,27 + 0,002% para esse parametro. Ja& as extracbes conduzidas em agua
apresentaram valor percentual de aproximadamente 66,29 *+ 0,15%, enquanto as
realizadas em oxalato de amdnio, acido nitrico e hidroxido de sédio apresentaram
valores de 23,80 £+ 0,07%, 38,90 = 0,03 % e 82,0 + 0,06%, respectivamente (TABELA
4).

Tabela 4:Valores médios de polissacarideos totais e acido galacturdnico nas fracGes polissacaridicas
obtidas de Amburana cearensis

Amostra Carboidratos Acido Galacturénico (%) °
totais (%) @
Sias 15,27 £ 0,002 9,0 £ 0,002
Pectina extraida em Agua 66,29 + 0,15 21,33 + 0,003
Pectina extraida em Oxalato de Aménio 23,80 £ 0,07 30,53 £ 0,09
Pectina extraida em Acido Nitrico 38,90 £ 0,03 59,07 £ 0,02
Pectina extraida em Hidréxido de Sédio 82,0 +0,13 28,10 £ 0,06

a Albalasmeh, Berhe, Ghezzehei (2013).

b Blumenkrantz; Asboe-Hansen (1973).

Dados apresentados correspondem a média + desvio padrao (n=3).

O elevado conteudo de acucares observado nas fracfes polissacaridicas obtidas
a partir das extrac6es com diferentes agentes extratores, sugere que as duas espeécies
estudadas sdo fontes potenciais de polissacarideos, os quais podem ser avaliados
quanto ao aspecto farmacolégico. Os frutos da espécie Libidibia ferrea ja foram
previamente analisados quanto a seus polissacarideos constituintes (PEREIRA et al.,
2012). Os frutos dessa espécie serviram de matéria-prima para a obtencdo de fracbes
polissacaridicas ricas em acido galacturdnico (35 a 48% dos polissacarideos totais
constituintes), a partir de condicdes alcalinas, as quais demonstrou-se serem
possuidoras de significativa acdo antiinflamatoria em modelos animais. Em nosso
estudo, as amostras de SIAs da farinha das vagens de L. ferrea apresentaram, em
meédia, valores de 22,62 + 0,02 % de acido galacturénico. Enquanto isso, as amostras
provenientes das extracbes em &acido nitrico e acido citrico apresentaram em média
37,94 £ 0,16% e 23,12 + 0,13%, respectivamente. Da extracdo em solucao de hidroxido
de sodio, 25,62 + 0,06 % foi o teor encontrado. Esse valor esta proximo aos 31% de
AGal encontrados para esta espécie por Pereira et al.,, (2012a), sob as mesmas

condi¢cbes de extracdo (meio alcalino sob aquecimento). O material da extragdo com



37

oxalato de amoénio foi o que apresentou maior percentual médio de acido galacturénico
de 52,53 + 0,07 % (TABELA 3).

Um ponto interessante para as extracdes de L. ferrea € a similaridade observada
entre os valores de carboidratos totais e acido galacturénico na fracdo acido nitrico
(38,97% e 37,94%, respectivamente). Isso pode indicar que o referido acido foi
especifico na extragdo de polissacarideos pécticos. Contudo, observa-se que para essa
espécie, as extracbes conduzidas na presenca do quelante (oxalato de amdnio)
apresentaram niveis mais elevados de carboidratos totais (83,6%) e de acido
galacturénico (52,53%), indicando que este agente extrator € mais eficiente para a
obtencdo de fragcbes ricas em pectinas com valor de AGal préoximo a 65%, valor este

preconizado para identificar alto indice de pureza para pectinas (FCC, 1981).

Por outro lado, é interessante frisar que as extracfes de polissacarideos em L.
ferrea foram realizadas de modo ndo-sequencial, ou seja, cada extracdo foi conduzida
partindo-se do mesmo ponto inicial, as amostras de SIAs. Desse modo, pode-se sugerir
que extracfes com oxalato de aménio precedido de extracbes em outros meios (em
agua, por exemplo) poderiam fornecer uma pectina com maior nivel de pureza,

avaliando-se o teor de &cido galacturénico.

O método mais usual para determinacdo de &cidos urbnicos em amostras de
polissacarideos era a rea¢do com carbazol, ndo especifica para o acido galacturdnico.
Posteriormente, o reativo foi substituido pelo metahidroxifenil, proposto em 1973 por
Blumenkrantz e Asboe-Hansen. Esse método apresenta elevada sensibilidade e
especificidade, com menor interferéncia por acucares neutros como a glucose, a
galactose, a xilose, a arabinose, a ramnose, a frutose ou componentes fendlicos
(CANTERI et al., 2012).

Extragdes sequenciais foram realizadas para a espécie A. cearensis. Os valores
de acido galacturbnico variaram entre 9,0 £ 0,002% e 59,07 + 0,02 % (TABELA 4),
sendo este maior valor encontrado na fragéo obtida a partir de extracdo em solucéo de
acido nitrico 0,1 M., e sugere a obtencdo de uma pectina com maior grau de pureza em

relacdo (YAPO; KOFI, 2006), o que podera ser confirmado a partir da determinacéo da
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composicdo monossacaridica dessa fracdo (YAPO; KOFI, 2006). O teor de acido
galacturdnico encontrado para A. cearensis, nesse trabalho, € superior aos encontrados
nas espécies Caesalpinia ferrea (Libidibia ferrea) (48%) e Azadirachta indica (31%)
(PEREIRA et al., 2012a, 2012b) nos polissacarideos totais obtidos sob condi¢cdes
alcalinas. Considerando a extracdo de pectinas de A. cearensis em meio com hidréxido
de sbédio 0,1 M, os valores de 52% indicam que a extracdo realizada de modo

sequencial pode ser utilizada para a obtencéo de pectinas apartir da espécie estudada.

E importante mencionar que este trabalho representa o primeiro estudo cientifico
sobre polissacarideos da espécie Amburana cearensis, uma planta medicinal
amplamente utilizada na medicica popular e com uma série de relatos de propriedades
farmacoldgicas na literatura cientifica (COSTA-LOTUFO et al., 2013, LEAL et al., 2003,
2009, 2011). Isso possibilitard, em uma perspectiva futura, o desenvolvimento de novas

moléculas glicidicas com aplicacédo farmacoldgica em potencial.

Em relacdo a presenca de proteinas, observou-se um valor médio de 14,5 +
0,11% de conteudo proteico nas amostras de SIAs das vagens de L. ferrea,
determinado segundo o método de Bradford (1976). As amostras obtidas a partir de
extragdo em solugdo de &cido nitrico e de acido citrico apresentaram respectivamente
18,6 + 0,001 % e 17,6 £ 0,02 %, enquanto que as extracfes em solucdo de oxalato de
aménio a 0,5% apresentaram um teor de 18,6 + 0,01%. As fracbes obtidas das
extracdes com solucdo de hidréxido de sodio apresentaram altos valores de 35,68% =+
0,01%.

Para a espécie A. cearensis, o conteldo médio proteico nas amostras de SlAs foi
de 14,7 £ 0,002%. A extracdo em agua foi a que apresentou maior teor de proteinas,
22,93 + 0,02%, seguido pela extracdo em acido nitrico 0,1 M, que apresentou valor
percentual médio de 19,06 + 0,002%. As extracoes realizadas com oxalato de aménio
0,5% apresentaram valores médios de 5,4 + 0,004% (TABELA 6).

Pode-se dizer que, em relacdo ao conteludo proteico para as duas espécies,
foram observados altos valores, considerando os dados registrados na literatura
(SOUZA et al., 2015, PEREIRA et al., 2012a, 2012b). No caso de L. ferrea, o contetdo
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proteico similar para as fracdes obtidas por extracdo em &cido nitrico e citrico pode

indicar um grau de similaridade estrutural entre as mesmas.

Souza e colaboradores (2015) encontraram um teor de 9% de proteina nos
polissacarideos isolados de Geoffroea spinosa. J& nos estudos com fragles
polissacaridicas obtidas de frutos de A. esculentus, Seyfried (2014) encontraram
valores médios de 2,4% de proteinas totais. Pereira et al. (2012) relataram um valor
meédio de 3% de proteinas nos polissacarideos totais de Caesalpinia ferrea (Libidibia
ferrea) extraidos em meio alcalino. Essa elevada difrenca no teor proteico para a
mesma espécie de estudo, e considerando as mesmas condicbes de extracdo dos
polissacarideos, poderia ser explicada por diferentes fatores ambientais aos quais as
amostras de frutos estariam submetidas. Sabe-se que padrdes diferenciados de solo,
umidade e temperatura, bem como o estagio de maturacdo do individuo influenciam a

composicao de seus polissacarideos constituintes (CANTERI et al., 2012).

Segundo Santos et al. (2006) ha materiais proteicos em diferentes fontes de
polissacarideos. Todas as amostras polissacaridicas obtidas das vagens de L. ferrea e
A. cearensis apresentaram proteinas em altas propor¢des. Isso pode sugerir que uma
possivel contaminacdo com proteinas provindas da propria parede celular, ou que tais
proteinas estejam covalentemente aderidas a estrutura das pectinas isoladas (SEIBEL;
BELEIA, 2008). Para tanto, estudos com a aplicacdo de técnicas de avaliacdo estrutural

Sa0 necessarios.

Tabela 5: Valores de proteinas totais e fenois totais nas fragdes polissacaridicas de Libidibia ferrea

Amostra Proteinas (%) 2 Compostos fendlicos (%)°
SIAs 14,53 £ 0,11 5,17 = 0,015
Pectina extraida em Acido Nitrico 18,61 + 0,001 7,31 £ 0,0015
Pectina extraida em Acido Citrico 17,6 £ 0,02 5,81 = 0,0043
Pectina extraida em Oxalato de Aménio 18,62 £ 0,01 15,19 + 0,002
Pectina extraida em Hidroxido de Sddio 35,68 £ 0,01 16,75 + 0,004

a Bradford (1976);
b Singleton; Rossi (1965).
Dados apresentados correspondem & média + desvio padréo (n=3).
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Tabela 6: Valores de proteinas totais e fenois totais nas fragGes polissacaridicas de Amburana cearensis

Amostra Proteinas (%) Compostos

fendlicos (%)

Sias 14,71 £ 0,001 5,12 +0,009

Pectina extraida em Agua 22,93 £ 0,02 13,12 +0,02
Pectina extraida em Oxalato de Am6nio 5,4 + 0,004 5,0 0,005
Pectina extraida em Acido Nitrico 19,06 + 0,02 4,16 0,004
Pectina extraida em Hidréxido de Sodio 11,49 + 0,06 8,33 0,008

& Bradford (1976);
b Singleton; Rossi (1965).
Dados apresentados correspondem a média + desvio padrao (n=3).

Os valores de compostos fendlicos totais nas fracBes polissacaridicas de L.
ferrea estdo apresentados na TABELA 5. A determinacéo desse parametro foi realizada
pelo microensaio utilizando o reagente Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi
(1965). As amostras de SlAs de L. ferrea apresentaram, em média 5,17 + 0,015 % de
compostos fendlicos. Ja as amostras provenientes de extragcdo em acido nitrico e acido
citrico apresentaram valores de 7,31 £ 0,005% e 5,81 * 0,004%, respectivamente. As
extracfes em solucdo de oxalato de ambnio apresentaram valor percentual médio de
15,19 + 0,002% e as amostras de extracdo em hidréxido de sédio 0,1 M, 16,75 +
0,004%.

Para as amostras de A. cearensis, foram encontrados valores médios de 5,12 +
0,009% para as amostras de SlAs. Por outro lado, os valores referentes ao teor
percentual médio de compostos fendlicos das extracbes em agua e oxalato de aménio
foram de 13,12 + 0,02% e 5 *+ 0,005%, respectivamente. As fracfes da extracdo em
meio &cido ou alcalino apresentaram os valores de 4,16 + 0,004% e 8,33 + 0,008%,
respectivamente (TABELA 6).

No trabalho de Seyfried (2014) as fracdes polissacaridicas obtidas a partir de
extracdes aquosas de Albemoschus esculentus apresentaram 0,32% de compostos
fendlicos sob extracdo aquosa a quente. Seibel; Beléia (2008) afirmaram que os
residuos de acido galacturbnico na estrutra das pectinas podem estar ligados

covalentemente a compostos fendlicos. Esse € um dado importante, se considerarmos
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que ambas as espécies deste estudo sdo citadas na literatura cientifica por suas
propriedades antiinflamatoérias, uma propriedade também descrita para compostos

fendlicos.

6. CONCLUSOES

v' O rendimento da fracao extraida de L. ferrea sob condi¢Bes alcalinas foi superior
ao encontrada para esta espécie por Pereira et al. (2012) sob as mesmas
condicdes de extracdo. Condigcbes ambientais ou estagio de maturacdo podem
ser as responsaveis por tais diferencas no teor de polissacarideos nessa

espécie;

v" Dentre as fracOes extraidas de A. cearensis, a obtida em oxalato de aménio foi a
gue apresentou maior rendimento. Isso pode indicar que pectinas nessa espécie
sejam ricas em ions metalicos como Ca?* e Mg?" os quais sdo capturados na

presenca do quelante

v Libidibia ferrea e Amburana cearensis representam fontes potenciais de
obtencéo de pectinas, considerando o elevado teor de carboidratos constituintes

de suas paredes celulares;

v Libidibia ferrea apresentou elevado teor de acido galacturénico (52,5%) na fracdo
obtida por extracdo com agente quelante (oxalato de aménio) com rendimento
acima de 7%. Esse valor de AGal é superior ao relatado na literatura para esta
espécie a partir de extracbes em meio alcalino (48%), o que pode representar

uma pectina estruturalmente distinta nesta espécie e com maior grau de pureza;

v Extracdes em &cido nitrico a partir de A. cearensis permitiram a obtencdo de

pectinas com 59,07% de acido galacturdnico;

v' Teores de proteinas elevados podem sugerir a presenca de contaminantes nas
fracOes polissacaridicas obtidas, ou que o conteudo proteico esteja associado

covalentemente a estrutura das pectinas isoladas;
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v Teores significativos de compostos fendélicos nas amostras obtidas representam
um dado importante, considerando as propriedades antiinflamatérias ja descritas
para Libidibia ferrea e Amburana cearensis;

v' Estudos de analise estrutural mais detalhados sédo necesssarios em associacao
aos dados obtidos neste trabalho para caracterizar melhor as moléculas obtidas
e, assim, permitir uma avaliagdo futura quanto as suas possiveis propriedades

farmacoldgicas.
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