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Abstract: Amburana cearensis A. C. Smith (Fabaceae) is popularly known as cumaru. Its stem bark is used in
folk medicine for the treatment of respiratory disorders and as anti-inflammatory. With knowledge of their
pharmacological potential of this work was to total phenolics content and antioxidant activity in the ethanolic
extract of leaves and bark (EEF and EEC) and methanol and ethyl acetate fractions of leaves (FMEF and
FACF). The Antioxidant activity of the extract and fractions was evaluated using spectrophotometric method at
concentrations of 1.0; 0.1; 0.01 and 0.001 mg mL-L. For the total phenolics, determined by the Folin-Ciocalsteu
method, expressed as gallic acid equivalent gt (GAE) for sample. All samples showed antioxidant activity,
but FMEF fraction showed the highest value for activity (94%) when compared to standard ascorbic acid. The
total phenolics content showed the most significant result was to FAcF fraction with 134.66 mg of EGA gL
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1. INTRODUCAO

A oxidacdo é um processo necessario para a
manutencdo da vida, assim a existéncia de radicais
livres no organismo é um processo natural, no qual
estes sdo fundamentais para diversas fungdes como na
producéo de energia, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular, sintese de substancias
bioldgicas etc. [1, 2]. No entanto, seu excesso pode
causar danos ao organismo. Nos Ultimos anos, muitos
estudos apresentaram evidencias de que os radicais
livres e outros oxidantes sdo responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas
associadas a ele, como cancer, doencas
cardiovasculares, disfunces cerebrais etc. [3].

A producdo de radicais livres nos seres vivos
pode ser controlada por compostos antioxidantes de
origem enddgena e/ou provenientes da dieta alimentar,
como tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides [4-7].

Segundo  Sousa e colaboradores  [3]
denominam-se antioxidantes as substancias que
presentes em concentracBes baixas, comparadas ao
substrato oxidavel, retardam significativamente ou
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inibem a oxidacdo do substrato [1, 2]. Desta forma, a
busca por alimentos ou plantas medicinais que tenham
estas propriedades tem aumentado significativamente,
uma vez que compostos fendlicos podem promover
protecdo ao organismo e frequentemente apresentam
atividade antioxidante.

Vale ressaltar que os compostos fenélicos sdo
compostos secundarios produzidos por plantas que
apresenta pelo menos um grupo fenol e entre as
inimeras atividades atribuidas a este grupo de
compostos destaca-se a atividade de protecdo contra
estresse oxidativo por meio da capacidade de atuar
como sequestrador de radicais livres e na quelacéo de
metais de transicao. A estrutura quimica dos compostos
fendlicos incluindo tipo, grau de metoxilacéo e nimero
de hidroxilas sdo alguns parametros que qualificam sua
atuacdo como agentes redutores, sendo o0s
intermediarios formados nestas reagcdes em que
apresentam relativa estabilidade pela presenca de
ressonancia do anel aromatico destes compostos.
Baseando-se nestes fatos, este trabalho teve como
propdsito investigar a atividade antioxidante dos
constituintes  fendlicos presentes em Amburana
cearensis.
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Amburana cearensis é uma espécie encontrada
no cerrado do Oeste Baiano, pertence a familia
Fabaceae (Leguminoseae - Papilionoideae), é uma
arvore frondosa nativa do nordeste brasileiro [8, 9] a
qual, desde de 2005, foi considerada espécie sob o risco
de extingdo pela Unido Internacional para Conservagédo
da Natureza—IUCN [10], devido ao seu uso de maneira
extrativista para varias finalidades comerciais, em
geral sua madeira é largamente empregada em
carpintaria e perfumaria e suas sementes sao utilizadas
como aromatizante, cujo o aroma € similar ao odor de
baunilha.

Esta espécie é conhecida popularmente como
“umburana-de-cheiro”, “imburana-de-cheiro”,
“cumaru” e “cumaru-do-Ceara”. Na medicina popular
h& relatos do uso da casca e das sementes para o
tratamento de asma, tosse, bronquite, inflamacdes e
espasmos [11-14].

H4 vérios trabalhos com relatos de isolamento
de substancias da Amburana cearensis como cumarina,
glicosideos  fenodlicos e  flavondides como
isocampferideo, campferol e acido vanilico. Entretanto
até o momento ndo ha nenhum estudo que associe a
atividade bioldgica a um principio ativo ou a um
complexo fitoterapico, ou mesmo de identificacdo se a
atividade é resultado da sinergia entre 0s compostos
[15-20].

Como parte do nosso estudo sobre a
investigacéo da acéo farmacolodgica das folhas e casca
da Amburana cearensis, o presente trabalho teve como
objetivo fazer uma analise qualitativa dos principais
compostos, avaliar a atividade antioxidante e
determinar os fendis totais dos extratos etandlicos da
casca e da folha bem como as fracdes acetato de etila e
metanolica das folhas.

2. MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Cascas e folhas de Amburana cearensis
(242UFOB) foram coletadas no municipio de
Barreiras-BA em novembro de 2013. Todas as
exsicatas encontram-se depositadas no Herbario da
UFOB.

Preparacéo dos extratos

O material vegetal foi secado a temperatura
ambiente e em seguida foi triturado. Os extratos

etandlicos, das folhas (EEF) e da casca (EEC) foram
obtidos por meio de extracdo a frio com etanol, por
quatro vezes consecutivas e cada extragdo teve a
duracdo de 2 dias. Os extratos foram reunidos e
concentrados em evaporador rotativo.

Fracionamento cromatografico do EEF

Adicionou-se cerca de 2 g do extrato etandlico
em silica gel e através de atrito mecanico utilizando
gral de porcelana homogeneizaram-se 0s materiais
para completa adsor¢do. Um funil de Gush, revestido
com papel filtro foi preenchido com a silica gel com o
extrato j& adsorvido, foi eluido, em ordem crescente de
polaridade, com hexano, acetato de etila e metanol,
para obtencdo das respectivas fragdes (FHexF, FACF,
FMeF). Estas foram concentradas em evaporador
rotativo, de acordo com a temperatura de ebulicdo de
cada solvente.

Anédlise qualitativa dos compostos presente nos
extratos por cromatografia em camada delgada
(CCD)

Os extratos foram analisados utilizando
cromatofolhas de silica-gel 20 x 20 cm da marca
Macherey-Nagel, com indicador de fluorescéncia/UV
254 nm (Polygram® Sil G/UV 254, 0,20 mm). As
fracbes foram ressuspendidas no solvente de maior
solubilidade e aplicadas na placa de CCD, que foram
eluidas em cubas, contendo fase mével. Apds a
separacgdo a placa foi inspecionada sob luz ultravioleta
(254 nm e 365 nm) e reveladas com os reagentes
Dragendorff - para avaliar a presenca de alcaldides e
compostos nitrogenados, acido Fosfomolibdico- para
esteroides e derivados de lipideos, Ninidrina — para
aminodcidos, aminas e aminoagucares e Anisaldeido-
para agucares, terpenos e esteroides.

Para a fase mével foi utilizado proporcGes de
solventes especificos de acordo com a solubilidade de
cada amostra. Para fracBes sollveis em etanol,
metanol, agua e acetato de etila: Diclorometano/
Acetato de etila (7:3 v/v), Diclorometano / Metanol
(8:2 wliv), B8A:2B (v/v), onde A (Hexano/
Diclorometano 2:8 v/v) e B (Acetato de etila: Metanol
9:1 v/v. Para fragBes sollveis em hexano: hexano/
acetato de etila (7:3 v/v).

Determinacéo de fendis totais

A determinacdo do teor de fenodis totais
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presentes nas amostras de extrato etandlicos, EEF e
EEC, bem como as fracBes FAcF e FMeF da espécie
estudada, seguindo a metodologia de Sousa et al [3].
Foram preparadas triplicatas das amostras na
concentragdo de 0,15 mg/mL utilizando metanol como
solvente. 500 puL de Folin—Ciocalteu juntamente com 6
mL de agua destilada foram adicionadas a 100 pL de
cada extrato e fracdo. A mistura foi homogeneizada e
em seguida foi adicionado 2 mL da solucéo saturada de
Na,COs a 15 % e agua destilada até o volume total de
10 mL. Homogeneizou-se novamente a solucdo e
deixou-se em repouso por 2 h na auséncia de luz. Apds
este periodo 1 mL de cada amostra foi acondicionado
em cubeta de quartzo para a determinacdo da
absorbéancia utilizando Espectrofotometro UV-VIS
Varian Cary, comprimento de onda de 750 nm e
metanol puro como branco. O teor de fendis totais foi
expresso em equivalente de &cido galico (EAG) por g
de extrato e o quantitativo foi determinado pela
interpolacdo das absorbancias das amostras contra a
curva de calibracdo do &cido galico em diferentes
concentragdes, cuja equacao é:

C=800,05A + 0,0163; R=0.975
C: Concentracéo do acido gélico
A: Absorbéancia da amostra

R: Coeficiente de correlacdo

Analise quantitativa da atividade antioxidante

A avaliacdo quantitativa da atividade
antioxidante foi feita seguindo metodologia de Sousa
etal [3], com pequenas modificagdes. Foram realizadas
triplicatas de EEF, EEC, FACF e FMeF, nas seguintes
concentragdes: 0,001, 0,01, 0,1 e 1 mg/mL onde
utilizou-se metanol como solvente. Uma aliquota de 1
mL da solu¢cdo de DPPH diluido em metanol na

concentragio de 60 umol.L* foi adicionada a 1 mL de
cada extrato e fracdo, deixando em repouso por 30 min
na auséncia de luz. Apb6s este periodo, 0
monitoramento do consumo de radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazida) pelos extratos e fracdes
ocorreu através da medida do decréscimo da
absorbancia a qual foi transformada em % de inibicéo
segundo a equacao:

Absorbancia da amostra
I(%) =1-— x 100
( A)) Absorbancia do DDPH

As  medidas  foram  efetuadas em
Espectrofotémetro  UV-VIS  Varian Cary em
comprimento de onda de 520 nm, utilizando como
controle positivo o Trolox (acido 6-hidréxi-2,5,7,8-
tetramentilcroman-2-carboxilico) e Vitamina C (&cido
ascorbico).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo preliminar qualitativa dos extratos
por CCD em silica gel permitiu uma visdo geral dos
principais compostos presentes nas amostras (Tabela
1). Nesta anélise foi possivel observar que todos os
compostos presentes no extrato etandlico das folhas
(EEF) também estavam presentes na fragdo acetato de
etila das folhas (FACF), fato ja esperado devido a
pequena diferenca de polaridade entre os solventes, 0s
quais sdo 0s aminoacidos, aminas e ou aminoagucares,
esteroides e derivados lipideos, terpenos e saponinas.
A fracdo metandlica das folhas (FMeF) apresentou
apenas taninos e acido galico na sua composi¢do. Por
fim a fracdo etandlica das cascas revelou a presenca de
esterdides e derivados lipideos, terpenos e saponinas.
Alcal6ides e/ou compostos nitrogenados e flavondides
ndo foram detectados em nenhuma amostra.

Tabela 1. Principais compostos dos extratos e fracbes da A. cearensis utilizando CCD.

Principais compostos EEC EEF FAcCF FMeF
Alcal6ides e/ou compostos nitrogenados - - - -
Aminoécidos, aminas e/ou aminoagucares - + + -
Esterdides e derivados de lipideos + + -
Terpenos + + -
Saponinas + + + -
Flavonoides - - - -
Taninos - - - +
Acido galico + - - +

(+): detectado, (-): ndo detectado

Varios estudos referentes a composicao quimica
da A. cearensis reportam a presenca de cumarinas na

casca [12, 19, 21] e terpenos nas folhas [19] o que
corrobora com os resultados apresentados na analise

Orbital: Electron. J. Chem. 8 (1): 44-49, 2016



Santos et al.

Full Paper

49 |

qualitativa.

Os resultados da avaliacdo quantitativa da
atividade antioxidante dos extratos etandlicos das
folhas e casca, bem como das fragdes metandlicas e

acetato de etila, nas concentracées de 0,001, 0,01, 0,1
e 1 mg/mL, determinadas pelo ensaio de DPPH, estdo
apresentadas na figura 1.

Ac. Ascérbico

FMeF

FACF

Amostras

EEF

EEC 1

|

B 1mg/mL

Atividade Antioxidante (%)

20,1mg/mL ®0,01mg/mL m0,001 mg/mL

Figura 1. Potencial antioxidante de extratos e fracfes de A. Cearensis.

Os maiores valores foram observados nas
folhas na concentracdo de 0,1 mg/mL, onde o extrato
etanolico, a fragdo acetato de etila e a fragdo metandlica
com 93,63, 83,21 e 93,01% respectivamente. Ja o
extrato etanodlico da casca apresentou o melhor
resultado na concentragdo 1 mg/mL, 94,55%.

Como as anélises de atividade antioxidante se
mostraram expressivos, conduziu-se a quantificacdo de
fendis totais. Os resultados encontrados para o0s
extratos e fragdes estdo na Tabela 2, e com base nesses
valores é possivel verificar que todas as fragdes
apresentam bons valores de teor de fendis totais. A
fracdo metandlica apresentou o menor teor com 108,66
mg EAG/g e o maior, de 134,66 mg EAG/g, foi
detectado para a fracdo acetato de etila, corroborando
com os resultados apresentados na analise da atividade
antioxidante.

Pode se concluir que o extrato etantlico de
Amburana cearensis apresentou alta concentracdo de
fendis totais e grande atividade antioxidante, 131,14
mg EAG/g e 93,13%, respectivamente. Contudo, as
demais fracdes apresentaram menores valores, porém

préximos a este valor, sugerindo assim que ndo apenas
as sementes que sdo ja bastante estudadas como
também as folhas da A. cearensis podem ser uma
alternativa aos antioxidantes sintéticos, na preparacao
de aditivos alimentar, bem como em preparagdes
farmacéuticas e cosméticas.

Tabela 2. Fendis totais de extrato e fragdes de A.
cearensis.

Amostra FT (mg EAG/g amostra + DP)
EEC 119,30 +0,0091
EEF 131,14+0,0151
FMeF 108,66+0,0277
FACF 134,660,011
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