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Resumo

Compostos fendlicos, pertencentes a classe dos metabdlitos secundarios, sdo responsaveis
por conferirem & planta suas diversas atividades farmacoldgicas essenciais a humanidade em
suas amplas areas e podem ser detectados através de diversas metodologias. A Mimosa
tenuiflora é utilizada, na medicina popular, como anti-inflamatéria, antimicrobiana, analgésica
e febrifuga. Tendo em vista, através do levantamento bibliografico, a ampla utilizacdo de
compostos fendlicos em diversas areas cientificas e a vasta atividade farmacolégica que a
planta apresenta, é passivo que a sua composicdo quimica quanto aos metabdlitos
secundarios, pudessem conferir a atividade alelopética. Os objetivos deste trabalho foram
elaborar o fracionamento dos extratos etandlicos da casca e da folha do vegetal, identificar e
quantificar os compostos fendlicos presentes nesses fracionamentos por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), juntamente com um teste alelopatico. Nesse
estudo, foi verificado, através do teste alelopatico, que a planta em questdo apresenta uma
alta capacidade de inibicdo na germinacdo de plantas daninhas, além de detectados e
quantificados seus diversos compostos fendélicos por CLAE, tendo metanol como fase mével
e C18 como fase estacionaria. Estes pertencentes a série de flavonoides, como flavondis,
justificando suas atividades alelopaticas apresentadas e questionadas.

Palavras-chave: Alelopatia, CLAE, Jurema, flavonoides.

Abstract

Phenolic compounds, belonging to the class of secondary metabolites, are responsible for
giving the plant its diverse pharmacological activities essential to humanity in its wide areas
and can be detected through different methodologies. Mimosa tenuiflora is used in folk
medicine as an anti-inflammatory, antimicrobial, analgesic and febrifuge. Bearing in mind,
through the bibliographic survey, the wide use of phenolic compounds in several scientific
areas and the vast pharmacological activity that the plant presents, it is passive that its



chemical composition regarding secondary metabolites, could confer allelopathic activity. The
objectives of this work were to elaborate the fractionation of the ethanol extracts from the peel
and leaf of the vegetable, identify and quantify the phenolic compounds present in these
fractionations by means of high-performance liquid chromatography (HPLC), together with an
allelopathic test. In this study, it was verified, through the allelopathic test, that the plant in
question has a high capacity for inhibiting the germination of weeds, in addition to detecting
and quantifying its various phenolic compounds by HPLC, with methanol as the mobile phase
and C18 as the stationary phase. These belong to the series of flavonoids, such as flavonoids,
justifying their allelopathic activities presented and questioned.

Keywords: Allelopathy, CLAE, Jurema, flavonoids.
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1 INTRODUCAO

Toda e qualquer planta tem a capacidade de produzir uma grande e diversa
variedade de componentes organicos que séo classificados em metabdlitos primarios
e secundarios. Os metabdlitos primarios caracterizam-se pelos processos envolvidos
na manutencdo fundamental da sobrevivéncia e do desenvolvimento das plantas,
como armazenamento de energia, enquanto o metabolismo secundario possui

importante fung&o para a sobrevivéncia e competicdo no ambiente.

Os metabdlitos secundarios das plantas sdo compostos quimicos néo
necessarios para a sobrevivéncia imediata da célula, servindo como uma vantagem
evolucionaria para a sua sobrevivéncia e reproducéo (Vizzotto et al., 2010), pois pode
atuar também como pesticidas naturais de defesa contra herbivoros ou
microrganismos patogénicos (Jamal et al.,, 2008), além de acumulo em Orgaos
especificos ou em certas fases do desenvolvimento. Alguns compostos sao
abundantes em varias espécies de plantas, tais como os compostos fendlicos. Estes
compostos, pertencentes a classe dos metabdlitos secundarios, sdo responsaveis por
conferirem a planta suas diversas atividades farmacoldgicas essenciais a humanidade
em suas amplas areas e podem ser detectados através de diversas metodologias. A
espécie Mimosa tenuiflora (Wild) Poir pertence a familia Leguminoseae e subfamilia
Mimosaceae (Mimosoideae) e é conhecida como jurema preta, calumbi e jurema. E
encontrada principalmente na Regido Nordeste do pais, destacando Ceard, Rio
Grande do Norte, sul do Piaui e na Bahia (vale do S&o Francisco, na caatinga) (Faria,
1984). Estudos fitoquimicos realizados indicam a presenca de taninos flobaténicos,
flavonas, flavonodis e xantonas, catequinas e saponinas (Cruz, 2013). Estudos sobre
sua acdo farmacolégica apontam, além das atividades antiviral, antimicrobiana,
antidiarreica, antifingica e antisséptica, a eficacia no combate a doencas
gastrointestinais (Bezerra, 2008). Em estudo etnobotanico, a Mimosa tenuiflora,
apresentou-se como afrodisiaca e estimulante. E utilizada, na medicina popular, como
anti-inflamatoéria, antimicrobiana, analgésica e febrifuga. O efeito psicoativo é
encontrado na casca das raizes. Em ensaios realizados, observou-se a atividade

cicatrizante (Oliveira, 2011).

A deteccdo desses compostos na maioria das vezes pode ser realizada por
técnicas cromatograficas, destacando-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE ou HPLC) que € um potente método de separac¢ao aplicado em todos 0s ramos
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da ciéncia com capacidade de realizar separagfes e andlises quantitativas em varios
tipos de amostras com a presenca de uma grande quantidade de compostos, com alta
resolucao, eficiéncia e sensibilidade (Valente et al., 1983). A HPLC é a mais usada de
todas as técnicas analiticas de separacdo. Os motivos para o renome do método sao
a sua facil adaptacéo para determinacfes quantitativas, a sua adequacao a separacao
de espécies nao volateis ou termicamente frageis, sua sensibilidade e, acima de tudo,
a sua ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse para a inddstria, para
muitos campos da ciéncia e para o publico (Skoog et al., 2002). Os objetivos da

pesquisa compreendem:

- Identificar e quantificar compostos bioativos em diferentes fracdes a partir de

extratos de Mimosa tenuiflora;

- Preparar as fracBes bioativas a parir de extratos etandlicos de diferentes
partes da planta (casca e folha);

- Realizar teste alelopatico a partir do fracionamento de extratos de casca e

folha de M. tenuiflora;

- Identificar e quantificar compostos bioativos a partir do fracionamento de

extratos de casca e folha de M. tenuiflora.

2 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo experimental in vitro, realizado no laboratério de

pesquisa Laboratorio de Bioprocessos do IFAL-Campus Maceié.
2.1 Obtencéo das amostras botanicas e preparo do extrato vegetal

Amostras das folhas e casca da Mimosa tenuiflora, confirmadas por estudo
agrondmico, foram coletadas na cidade de Arapiraca no estado de Alagoas. Para a
coleta das folhas e casca (fragmentos do caule), fez-se necesséria a remocao da parte
vegetal (material) com o auxilio de um podé&o para as folhas e canivete para a coleta
da casca (fragmentos do caule). Todas as partes vegetais foram levadas para
laboratério e colocadas em estufa a 70° C até atingirem peso constante e
posteriormente foram trituradas em moinho.

Para a preparacao dos extratos em solventes organicos diversos as amostras

vegetais foram maceradas as amostras secas em etanol PA com quantidade
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suficiente para cobrir o material, protegidos da luz e com troca de solvente a cada 24h
durante 3 dias. Apés este periodo, com auxilio de funil e gaze, o extrato fluido foi
filtrado e concentrado em evaporador rotatorio (Fisaton 802D), em temperatura
varidvel de 35 a 40° C e 117 rpms. Os extratos vegetais etandlicos das folhas (MFE)
e das cascas (MCE) foram armazenados em frascos hermeticamente fechados, num

local fresco e ao abrigo da luz.

2.2 Extracdao liquido-liquido do extrato vegetal etandlico

Foi realizada a extragdo liquido-liquido dos extratos vegetais etanélicos MFE e MCE
usando funil de separagéo para separacao de seus compostos e observacéo de sua atividade
alelopatica. Os extratos vegetais foram, separadamente, solubilizados em metanol e agua
(CH30OH:H20 6:4) e fracionados através do método de extracao liquido-liquido (ELL),
utilizando os solventes em ordem crescente de polaridade: hexano (C6H14), cloroférmio
(CHCI3) e acetato de etila (C4H802). Primeiramente foi adicionado ao extrato vegetal uma
solugédo de CH30OH:H20 na proporcéo de 6:4 e depois C6H14, para ser feita a solubilizacéo.
ApoOs separacao da fracdo hexanica (MH), a fragdo hidrometandlica foi adicionada ao CHCI3,
rendendo a fracdo cloroférmica (MC). A fracdo hidrometandlica proveniente desta segunda
separacao foi adicionado C4H802, resultando na fracdo acetandlica (MA). Todas as fracdes
foram concentradas em rotaevaporador. Todas as fragfes foram submetidas aos ensaios

alelopaticos e a separacédo e quantificagdo de compostos fendlicos.

Figura 1. Obtencéo das amostras.
Fonte: Autores, 2018.

2.3 Avaliacéo da interferéncia dos extratos vegetais em bancos de sementes
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Foi realizada também a aplicacdo dos diferentes extratos vegetais diretamente
em amostras de solo, onde as mesmas serao levadas para casa de vegetacao e serao
dispostas em bandejas. Serdo avaliadas as seguintes variaveis: potencial de
infestacdo da area, quantificacdo total do nimero de sementes e enumeracao da
emergéncia das plantas.

2.4 Ensaios de Germinacgéo

Os ensaios de germinacédo foram realizados com a finalidade de verificar a
capacidade de inibicdo da germinacao promovida pelos diferentes extratos vegetais e
solucBes dos compostos sintéticos na germinacao de sementes de alface (Lactuca
sativa). Justifica-se a escolha destas duas espécies de sementes para a avaliagdo em

razao da mesma nao apresentar dorméncia (SOUZA et al., 1999).

2.4.1 Separacdao, identificacdo e quantificacdo de Compostos Fendlicos por
HPLC

Padrbes e Reagentes

Os padrdes utilizados para a analise cromatografica dos compostos bioativos foram:
acido galico, catecol, acido vanilico, acido salicilico, vanilina, seringaldeido, 4cido cumarico,
acido clorogénico, cumarina, rutina, quercetina, kaempferol e acido cafeico. Todos os padrbes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich ou AcrosOrganics. Todos os solventes que foram utilizados
para cromatografia foram de grau analitico: metanol (panreac), acido formico (dinamica) e

agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q.

Andlises cromatograficas

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O equipamento posto em uso foi um HPLC
Shimadzu (Figura 2), equipado com quatro bombas de alta pressdo modelo LC-20AT,
degaseificador modelo DGU-20A 5R , interface modelo CBM-20A, injetor automatico modelo
SIL-20A HT e detector modelo SPD-20A. A coluna cromatografica empregada em ambas as

analises foi uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm).
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Figura 1: Cromatografo. Fonte: Autores, 2019.

Compostos fendlicos

Para os padrdes, foram preparadas solu¢des-estoque com concentragdo de 40 mg L-1
em agua/alcool a 30%/70%. O método utilizado para a quantificacdo foi o da padronizagéo
externa. Para a construcédo das curvas analiticas, foram realizadas diluicdes de uma solugéo
intermediaria, contendo uma mistura de todos os padrdes, sendo esta obtida por meio da
diluicdo das solugcdes-estoque previamente preparadas. Nesta solucdo intermediaria, todos
os padrfes se encontrardo na concentragdo de 10 mg L-1. Foram utilizados como fase mével
para a eluicdo dos compostos analisados a solucdo de acido formico a 1% em agua milli-Q
(Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras e os padrdes foram eluidos de acordo com
um gradiente, que comega em 7% de metanol e vai até 85%, totalizando uma corrida de 80
minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm, numa temperatura de 33°C, fluxo
de 0,6 mL min-1 e volume de injecdo de 20 uL. As amostras e os padrdes foram filtrados em
membrana de polietiieno de 0,45 pum (Milipore) e injetados diretamente no sistema
cromatografico. Cada injecéo foi realizada trés vezes no sistema HPLC, com a finalidade de
se obter a média das concentragdes e dos tempos de retencdo. Sendo assim, a identidade
dos analitos confirmada pelo tempo de retencéo, e o perfil dos picos da amostra, comparados

aos dos padroes.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

a) Ensaio Germinativo
Foi observado apds 72h do semeio das sementes, aproximadamente 85,0% de
germinacgdo. Segundo Souza Filho (2006) considera que as inibicdes via alelopatia séo efeitos

de compostos distintos e ndo de um Unico isoladamente, de modo que é possivel afirmar que
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a acao biolégica de uma mistura de aleloguimicos serd determinada ndo apenas por sua
concentracdo, mas pela interacdo entre ambos (efeito sinérgico). Deste modo, podemos
observar que os extratos ndo inibiram a germinacdo das sementes de alface, mas alteraram
0 modo como cresceram apresentado sinal de anomalias.

Varios autores, ao estudar a alelopatia, concluiram que os testes de germinacdo, em
geral, sdo menos sensiveis do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantas, a
exemplo de massa e comprimento da radicula ou parte aérea (Ferreira; Aquila, 2000; Silva,
2007). Ferreira e Aquila (2000) apontam que a germinacdo € menos sensivel aos
aleloguimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopéaticas podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas
mais comuns. A jurema preta € uma planta que, em periodos de seca, solta suas folhas, e
além disso suas folhas estdo sempre caindo e se renovando. As folhas e acumulam-se no
chéo aos redores da planta-méae criando uma camada sobre o solo. O acumulo das folhas
poderia eventualmente impedir o crescimento de outras plantas préximas a jurema preta,
desde que foi constada atividade alelopéatica do extrato das folhas no presente estudo.
(Silveira, P.F. da, Maia, S.S.S. e Coelho, M. de F.B. 2012.)

- .
v -

Figura 3. Ensaio Germinativo.
Fonte: Autores, 2018.

Figura 4. Germinacéo de alface.
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Em mais testes alelopéticos, os extratos aquosos de cascas de M. tenuiflora também
evidenciaram efeito fitotoxico sobre as plantulas de alface, e em concentragbes maiores
afetam radicalmente o comprimento da raiz e da parte aérea. (Silveira, P.F. da, Maia, S.S.S.
e Coelho, M. de F.B. 2011.) Todas as figuras séo de Autores, 2018.

\ Figura 6. Influéncia da fragao hexanica da

-3 casca na germinagao.
\ Fonte: Autores, 2018.
f

Figura 5. Germinacao de

alface. /
Fonte: Autores, 2018.

Figura 7. Influéncia da fracao
cloroférmica da casca na germinagéo.
Fonte: Autores, 2018.

Figura 8. Influéncia da fragao acetandlica da
casca na germinagao.
Fonte: Autores, 2018.
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\ da folha na germinacéo. ‘
Fonte: Autores, 2018.
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Y . Figura 11. Influéncia da fragdo cloroférmica
k z da folha na germinacéo.
Figura 8. Germinacao de Fonte: Autores, 2018.
alface. o '
Fonte: Autores, 2018. ﬁ‘

Figura 12. Iinfluéncia da ﬁagé& acetandlica
da folha na germinacéo.
Fonte: Autores, 2018.

Dois atributos complementares estdo presentes nos aleloquimicos segundo An et al.
(1993), o estimulatério e o inibitério. Porém, muitos trabalhos na literatura mencionaram o
carater detrimental destes compostos. Na presente pesquisa, foi observado que independente
do agente extrator utilizado na confec¢do dos extratos, todos ocasionam perturbacdes pés-
seminal. Nas concentracdes menores estes efeitos foram menos pronunciados, porém nas
maiores foi percebido um atraso no processo germinativo, semelhante ao que o proprio

herbicida da categoria pré-emergente promove ao controlar o banco de sementes do solo,
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inibindo ou provocando anomalias em plantulas, as quais na maioria das vezes nédo

conseguem completar o seu crescimento e sdo eliminadas da area

b) Quantificacdo cromatogréfica

As amostras foram injetadas no HPLC e a partir da comparacédo do tempo de retencéo

dos padrbes de polifendis, os compostos fendlicos foram identificados e quantificados. A

Tabela 1 mostra as médias de concentracdo de cada padrao, dada em mg.L-1 (Dados: Autor,

2019).

Padrbes/Fracbes | JPCA JPCC JPCHe JPFA JPFC JPFHe
Catecol 0 0 0 4,614 0 0
Acido cafeico 1,419 1,392 1,461 1,709 1,765 1,719
Cumarina 0 0 0 0,539 0 0,231
Acido cumarico | 0 0,313 0 0 0 0
Acido salicilico 0 0,425 0,596 4,666 1,95 0,445
Rutina 0 0,607 0,57 1,506 6,858 0,995
Quercetina 0,736 0,743 0,683 48,703 64,28 3,697
Kaempferol 0,78 0,539 0,513 2,484 26,384 2,081

Tabela 1. Resultados cromatogréaficos em extratos de casca e folha

E possivel observar que as fracbes apresentaram rica variedade de compostos fenélicos
através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, dentre eles, o acido cafeico,
acido salicilico, rutina, quercetina e kempferol. Mesmo algumas fra¢cdes apresentando
concentracdes inferiores quando comparadas as outras, observa-se que houve uma
diversidade de compostos fendlicos, com excecdo da fracdo acetandlica da casca que
apresentou apenas 3 dentre os 13 padrées. Em suma, destacam-se com maiores
concentracdes de compostos fendlicos as fracdes de folha de jurema-preta, extraidas com os
solventes mais polares, entretanto, apesar disto, a maioria apresentou grande variedade,
mesmo que a baixas concentracdes, de todos os compostos fendlicos estudados.

Em estudos realizados em outras espécies da familia da Mimosa tenuiflora, também séo
detectados flavonéides e compostos fendlicos, [...] € compreensivel estabelecer correlacdes
entre a capacidade antioxidante e microbiol6gica dos extratos e fracdes de M. caesalpiniifolia,
e de espécies vegetais contendo taninos e flavonoides demonstrando a eficacia destes
compostos na captura de radicais e na acdo antimicrobiana (Rev Ciénc Farm Basica Apl.,
2012;33(2):267-274). Um estudo fitoquimico foi efetuado em amostras Mimosa paraibana
Barneby a finalidade da separacao de seus constituintes quimicos, onde, dentre eles, havia o
acido p-cumarico, composto também detectado neste estudo (Rev. bras. farmacogn. vol.18
suppl.0 Jodo Pessoa Dec. 2008.)

Segundo Sousa et al, entre as diversas classes de substéncias antioxidantes de
ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atengdo nos ultimos anos [...]

A atividade antioxidante de compostos fenodlicos deve-se principalmente as suas propriedades
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redutoras e estrutura quimica, o que conferem as plantas suas inuUmeras atividades
terapéuticas. Vé-se, evidentemente que as fragbes da planta que mais possuem essas
substancias em sua composi¢do, tém grande potencial alelopatico, quando aqueles com
menor concentracdo, tém um declinio ao inibir o desenvolvimento das sementes de alface.
Em contrapartida, todos o0s extratos evidenciaram alguma atividade alelopética, e,
paralelamente, em todos ha vasta diversidade de compostos fenélicos, como o supracitado
Souza Filho (2006) considerou, a alelopatia do extrato pode ser determinada pela interacéo
de uma mistura dos aleloquimicos presentes, ndo s6 a sua quantidade, mas também a

pluralidade dos compostos sendo responsaveis por sua acao bioldgica.

4 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos é possivel observar que a espécie estudada apresenta
uma vasta diversidade de compostos fendlicos em sua estrutura com quantificacdes
significativas e que os extratos ndo inibem o crescimento das sementes como o esperado. No
entanto, apesar das sementes germinarem, essa germinacao acontece de forma anémala, o
que nos permite afirmar que a planta Jurema-Preta possui um potencial alelopatico uma vez

que, logo em seguida, essas plantulas morrem por ndo possuirem suas estruturas saudaveis.
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