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RESUMO
Libidibia ferrea é uma planta medicinal utilizada para tratar diversas enfermidades, como
doencas inflamatorias, febre e problemas gastrointestinais, além de possuir propriedades
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antimicrobianas. Nesta pesquisa, foram realizadas analises com os frutos da espécie para
identificar os metabolitos secundarios presentes no extrato hidroalcodlico obtidos por
maceragéo e remaceragdo, bem como determinar sua atividade fungicida contra Candida
albicans. Os frutos de Libidibia ferrea foram coletados, triturados e submersos em alcool
70% por 7 dias, ap6s este periodo foi realizada a filtracdo para obtencdo do extrato
hidroalcodlico (macerado). Para obtencdo do remacerado, foram adicionados ao residuo,
50% do valor inicial do liquido extrator, com posterior filtracdo apds 24h. O processo foi
realizado durante 10 dias. Para a analise fitoquimica, seguiram-se as diretrizes
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Na avaliacdo antiflngica,
foram utilizadas concentracdes de 0% (controle), 2,5%, 5%, 10% e 20%, além de um
controle positivo com cetoconazol a 50 pg/mL. Os resultados mostraram que os extratos
continham taninos e saponinas, entretanto somente no remacerado foi identificado a
presenca de glicosideos e alcaloides. Na avaliacdo da atividade antifingica, os discos com
diferentes concentracfes da espécie ndo apresentaram halo de inibicdo com diametro
igual ou superior a 10 mm. Assim, os dados indicam que a espécie ndo demonstrou
atividade contra Candida albicans, o que pode estar relacionado aos metabolitos
encontrados e as caracteristicas especificas da espécie.

Palavras-chave: fungo, Libidibia ferrea, plantas medicinais, metabolitos secundarios.

ABSTRACT

Libidibia ferrea is a medicinal plant used to treat various diseases, such as inflammatory
diseases, fever and gastrointestinal problems, alson having antimicrobial properties. In
this research, analyses were performed with the fruits of the species to identify the
secondary metabolites present in the hydroalcoholic extract obtained by maceration and
re-maceration, as well as to determine its fungicidal activity against Candida albicans.
The fruits of Libidibia ferrea were collected, crushed and submerged in 70% alcohol for
7 days, after which filtration was performed to obtain the hydroalcoholic extract
(macerated). To obtain the re-macerated, 50% of the initial value of the extractant liquid
was added to the residue, with subsequent filtration after 24 hours. The process was
carried out over 10 days. The guidelines established by the Brazilian Society of
Pharmacognosy were followed for the phytochemical analysis. Concentrations of 0%
(control), 2.5%, 5%, 10% and 20% were used in the antifungal evaluation, in addition to
a positive control with ketoconazole at 50 pg/mL. The results showed that the extracts
contained tannins and saponins; however, the presence of glycosides and alkaloids was
only identified in the remacerate. In the evaluation of antifungal activity, the disks with
different concentrations of the species did not present an inhibition halo with a diameter
equal to or higher than 10 mm. That way, the data indicate that the species did not
demonstrate activity against Candida albicans, which may be related to the metabolites
found and the specific characteristics of the species.

Keywords: fungus, Libidibia ferrea, medicinal plants, secondary metabolites.
RESUMEN

Libidibia ferrea es una planta medicinal utilizada para tratar diversas enfermedades, como
enfermedades inflamatorias, fiebre y problemas gastrointestinales, ademas de tener
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propiedades antimicrobianos. En esta investigacion se realizaron analisis con los frutos
de la especie para identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico obtenido por maceracion y remaceracion, asi como determinar su
actividad fungicida frente a Candida albicans. Los frutos de Libidibia ferrea fueron
recolectados, triturados y sumergidos en alcohol al 70% durante 7 dias, transcurrido este
periodo se realizo filtracion para obtener el extracto hidroalcoholico (macerado). Para
obtener el material remacerado, el 50% del valor Liquido de extraccion inicial, con
posterior filtracion a las 24 horas. El proceso se llevo 10 dias. Para el analisis fitoquimico
se seguiran los lineamientos establecidos por la Sociedad Farmacognosia brasilefia. En la
evaluacion antifangica se utilizaron concentraciones del 0% (control), 2,5%, 5%, 10% y
20%, ademas de un control positivo con ketoconazol a 50 pg/mL. Los resultados
mostraron que los extractos contenian taninos y saponinas, pero sélo en los remacerados
se identificd la presencia de glucosidos y alcaloides. En la evaluacion de actividad
antifangica, los discos con diferentes concentraciones de la especie no mostraron halo de
inhibicion con un diametro igual o superior a 10 mm. Asi, los datos indican que la especie
no demostré actividad contra Candida albicans, lo que puede estar relacionado
con metabolitos encontrados y las caracteristicas especificas de la especie.

Palabras clave: hongo, Libidibia ferrea, plantas medicinales, metabolitos secundarios.

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas ao longo da histéria para tratar uma
gama de condicGes de saude, oferecendo beneficios terapéuticos significativos. A sua
popularidade se deve ao fato de que muitas delas contém compostos bioativos que podem
promover a saude e prevenir doencas (Fabricant; Farnsworth, 2001). Estudos
contemporaneos tém reforcado a importancia das plantas medicinais na medicina
tradicional e moderna, destacando seu potencial para desenvolver novos tratamentos e
fornecer alternativas naturais aos medicamentos sintéticos (Newman; Cragg, 2016). A
riqueza de metabdlitos secundarios presentes nas plantas é frequentemente associada a
propriedades terapéuticas, o que justifica o continuo interesse e investigacdo nesta area
(Fabricant; Farnsworth, 2001; Newman; Cragg, 2016).

A Libidibia ferrea (Fabaceae), conhecida popularmente como pau-ferro ou juca,
€ uma espécie nativa da América do Sul, especialmente encontrada no Brasil, em regides
de cerrado e matas secas (Fagiani et al., 2022). E uma arvore de porte médio a grande,

atingindo alturas de até 10 m, podendo chegar a até 20 m em condi¢des ideais e a sua
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copa é ampla e arredondada, o que proporciona uma sombra densa (Queiroz, 2004). As

folhas sdo compostas e alternadas, com foliolos em formato oblongo ou eliptico, e tém
coloracdo verde escura com textura coridcea (Almeida; Barcellos; Furtado, 2021). As
flores sdo pequenas, de cor amarela ou dourada, dispostas em inflorescéncias do tipo
racemo. O fruto é uma vagem lenhosa e seca, de coloragdo marrom quando madura, com
cerca de 15 a 20 cm de comprimento e 2 a 3 cm de largura, contendo sementes achatadas
e reniformes, geralmente de cor marrom escura ou preta e com textura rugosa (Ferreira;
Soares, 2015).

Libidibia ferrea € valorizada por suas propriedades farmacolégicas e aplicacdes
tradicionais. Seu tronco e sua casca sao utilizados para tratar doencas inflamatorias, febres
e problemas gastrointestinais (Almeida; Barcellos; Furtado, 2021; Lima et al., 2023). Os
principais metabdlitos secundarios identificados na espécie incluem flavonoides, taninos
e saponinas, que sdo responsaveis por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias
e antimicrobianas (Ferreira; Soares, 2015; Almeida; Barcellos; Furtado, 2021). Esses
compostos tém mostrado potencial para modular diversas vias bioquimicas, contribuindo
para os efeitos terapéuticos observados.

Os metabolitos secundarios das plantas sdo classificados em varias classes, cada
uma com caracteristicas e funcoes especificas. Entre as classes mais importantes estdo os
flavonoides, que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias;
0s taninos, que possuem atividades antimicrobianas e adstringentes; e as saponinas, que
podem atuar como agentes antimicrobianos e anti-inflamatdrios (Borges; Amorim, 2020).
Outros grupos significativos incluem as alcaloides, conhecidas por suas propriedades
analgeésicas e antineoplasicas, e as cumarinas, que apresentam atividades anticoagulantes
e antimicrobianas (Santos, 2021).

InfeccOes fungicas representam um problema significativo de saude publica
global, e a resisténcia crescente aos medicamentos antifungicos sintéticos tem exacerbado
a situacdo. Em resposta a esse desafio, hd um interesse crescente em explorar novas fontes
de compostos antifingicos, incluindo a investigacdo de espécies vegetais com potencial
terapéutico. Desde tempos antigos, as plantas tém sido amplamente reconhecidas como
fontes valiosas de compostos bioativos com propriedades medicinais, incluindo atividade

antifangica (Martins et al., 2023). Esse interesse renovado reflete a necessidade de
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descobrir e desenvolver novas alternativas terapéuticas para enfrentar a resisténcia aos

antifangicos e melhorar o manejo das infeccdes fungicas (Arif et al., 2009; Perlin;
Rautemaa-Richardson; Slastruey-lzquierdo, 2017; Arockianathan; Mishra; Niranjan,
2019). Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma anélise fitoquimica dos extratos
hidroalcoodlicos de Libidibia ferrea obtidos por duas técnicas extrativas, exaustivas ou
ndo, para identificar os metabolitos secundarios presentes, e determinar seu potencial

antifangico frente a cepa de Candida albicans.

2 METODOLOGIA

2.1 OBTENCAO DA AMOSTRA E PREPARO DO EXTRATO

As amostras utilizadas para este estudo foram constituidas dos frutos de Libidibia
ferrea. O material foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia
Oriental. Apds a coleta, as sementes foram fragmentadas manualmente e logo apds
trituradas com o auxilio do grau e pistilo. Foram pesados 10,56 g do material, que foi
transferido para um frasco &mbar. Em seguida, adicionou-se 100 mL de uma solucéo
hidroalcodlica a 70%. O macerado foi mantido em temperatura ambiente por um periodo
de 7 dias, protegido da luz e da umidade. Ao término do periodo de maceracgéo, o extrato
foi filtrado, resultando em um volume de 82 mL de extrato final.

Para obtencdo do remacerado, foram adicionados ao residuo, 50 mL da solucéo
hidroalcodlica a 70%. Apos 24h, o material foi filtrado, obtendo-se a primeira aliquota
do remacerado. O processo foi repetido durante 10 dias. Todas as aliquotas foram

reunidas em um Unico frasco, obtendo um volume de 140 mL.

2.2 ANALISE FITOQUIMICA

A anélise fitoquimica foi realizada utilizando o extrato hidroalcodlico com a
finalidade de identificar os metabdlitos secundarios presentes na amostra. Os métodos
aplicados para essa anélise seguiram as diretrizes estabelecidas pela Sociedade Brasileira

de Farmacognosia (2009). Contudo, foram realizados ajustes nas analises, convertendo
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as medidas de massa (gramas) para volume (mililitros), a fim de adaptar o protocolo as

condicdes experimentais especificas.

2.2.1 Taninos

A deteccdo de taninos foi realizada por meio de um método quimico baseado na
formacdo de precipitados. Para isso, 0,5 mL do extrato hidroalcodlico da amostra foi
adicionado a um tubo de ensaio contendo 2,5 mL de &gua destilada e duas gotas de cloreto
de ferro (FeCls). A presenca de taninos foi indicada pela formagao de um precipitado ou

turbidez, acompanhada de uma mudanca de cor para azul ou verde.

2.2.2 Saponinas

A identificacdo de saponinas foi realizada utilizando um método fisico. Para isso,
1 mL do extrato hidroalcoolico foi misturado com 0,5 mL de alcool a 80° GL e 6 mL de
agua destilada em um tubo de ensaio com tampa. A mistura foi agitada vigorosamente até
a formacéo de espuma. A presenca de saponinas foi confirmada pela persisténcia de uma

espuma estavel por no minimo 30 minutos.

2.2.3 Catequinas

Para detectar catequinas, 1 mL do extrato hidroalcodlico foi misturado com 1,5
mL de metanol. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de uma solu¢do aquosa de vanilina a
1% e 0,5 mL de &cido cloridrico (HCI). A presenca de catequinas foi confirmada pela

mudanca da cor da amostra para um tom avermelhado.
2.2.4 Lactonas
A identificacdo de lactonas foi realizada adicionando 1 mL do extrato

hidroalco6lico a um tubo de ensaio e dissolvendo-o em 1 mL de metanol. Adicionou-se

entdo 2 gotas de cloridrato de hidroxiamina a 10% e 2 gotas de solucéo de hidroxido de
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potéssio (KOH) a 10%. O tubo foi aquecido suavemente em banho-maria por 2 minutos,

resfriado e acidificado com 5 gotas de HCI. Finalmente, adicionou-se 1 gota de cloreto

férrico a 1%. A presenca de lactonas foi indicada pela formacdo de uma coloracéo violeta.

2.2.5 Purinas

A deteccdo de purinas foi realizada adicionando 1 mL do extrato hidroalcodlico a
um tubo de ensaio, seguido de 3 gotas de acido cloridrico 6N e 2 gotas de peréxido de
hidrogénio concentrado (30%). O tubo foi colocado em banho-maria até a evaporacao do
liquido, formando um residuo vermelho. Apos a evaporacgdo, foram adicionadas 3 gotas
de hidréxido de amonia 6N. A presenca de purinas foi confirmada pela formacéo de uma

coloragéo violeta.

2.2.6 Cumarinas

Para identificar cumarinas, foram adicionados 0,4 mL do extrato hidroalcodlico a
1 mL de éter etilico em um tubo de ensaio. A solucdo foi reduzida a 0,4 mL em banho-
maria e, em seguida, gotejada sobre um papel filtro para formar uma mancha de
aproximadamente 1 cm. Adicionou-se 1 gota de NaOH e a parte exposta da mancha foi
coberta com papel escuro e examinada sob luz UV. A presenca de cumarinas foi

confirmada pela fluorescéncia observada na area exposta.

2.2.7 Flavonoides

A deteccdo de flavonoides foi realizada adicionando 0,5 mL do extrato
hidroalcoolico a um tubo de ensaio contendo 2,5 mL de metanol. Adicionou-se entéo 2
gotas de acido cloridrico (HCI) e 1 cm de fita de magnésio. A presenca de flavonoides foi

indicada pela mudanca de cor para um tom rosa apés a adigdo da fita de magnésio.
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2.2.8 Polissacarideos

A pesquisa de polissacarideos foi realizada homogeneizando 1 mL do extrato
hidroalcodlico em 2,5 mL de &gua destilada. Em seguida, adicionou-se 2 gotas de cloreto
de ferro (FeCls) a 1%. A presenca de polissacarideos foi confirmada pela formacao de um

precipitado azul.

2.2.9 Alcaloides

Para identificar alcaloides, 0,5 mL do extrato hidroalcoolico foi misturado com
0,5 mL de acido cloridrico (HCI) em um tubo de ensaio. Foram adicionadas 1 gota de um
dos reagentes de Bouchardat, Mayer ou Dragendorff. A presenca de alcaloides foi
indicada pela mudanca de cor: marrom para Bouchardat, branco para Mayer e alaranjado
para Dragendorff.

2.2.10 Glicosideos

A deteccdo de glicosideos foi realizada adicionando 0,5 mL do extrato
hidroalcodlico a um tubo de ensaio contendo 1,5 mL do reagente de Keller. A mistura foi
lentamente vertida em outro tubo com 1 mL do reagente de Kiliani. A presenca de
glicosideos foi confirmada pela formacao de um anel castanho-avermelhado na interface

das fases, com a camada acética adquirindo gradualmente uma coloracdo esverdeada.
2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A Candida albicans
2.3.1 Cultivo da cepa de Candida albicans

Para o cultivo da cepa de Candida albicans, foi utilizado o meio Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), ideal para o isolamento fungico. O meio foi preparado de acordo com

as instrucdes do fabricante, dissolvendo 4,65 g do p6 em 75 mL de agua purificada

(destilada, deionizada ou obtida por osmose). A solugdo sera aquecida até completa
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dissolucdo do p6. Em seguida, aproximadamente 10 mL do meio de cultivo foram

distribuidos em tubos de ensaio, que foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. Apds

o resfriamento, uma amostra sera cultivada para analises subsequentes.

2.3.2 Preparacdo dos Indculos

As cepas cultivadas em ASD foram armazenadas a 4°C e repicadas em novos
meios de ASD a cada 24 horas, com incubagdo a 35°C. Para 0s ensaios de atividade
antifingica, foi preparado um indculo fingico com concentragdo aproximada de 10°
UFC/mL, ajustado de acordo com a turbidez da escala 0,5 de McFarland. A avaliacdo da
atividade antiflngica sera realizada utilizando o método de difusdo em disco, conforme

descrito por Amsterdam (2014).

2.3.3 Determinacdo da Atividade Antifungica por Difusdo em Disco

Em um erlenmeyer contendo meio ASD liquido a temperatura ambiente, foram
adicionados 1 mL do in6culo. Em seguida, o meio foi transferido para placas de Petri
estéreis, onde foi deixado para esfriar e solidificar. Apos a solidificacdo do agar, foram
dispostos discos de papel estéril com 8 mm de didmetro, nos quais foram aplicadas
diferentes concentracdes do extrato da espécie: 0% (branco), 2,5%, 5%, 10% e 20%, além
de um controle positivo com cetoconazol a 50 pg/mL. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 a 48 horas. Ap0s o periodo de incubacdo, a concentracdo minima inibitéria (CIM)
foi determinada pela concentracdo do extrato que gerou um halo de inibi¢cdo com diametro

igual ou superior a 10 mm (Bauer et al., 1966).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 ANALISE FITOQUIMICA

Na pesquisa qualitativa dos compostos quimicos presentes nas amostras avaliadas,

foi possivel observar a presenca de taninos, saponinas e polissacarideos, entretanto
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somente na anélise do remacerado foi identificada a presenca de alcaloides (Tabela 1).

Os resultados obtidos no presente estudo sdo conflitantes aos observados na
literatura, onde, alguns estudos evidenciaram também a presenca de flavonoides,
cumarinas e esteroides, como observado nas andlises conduzidas por Prazeres et al.
(2019) em Barbalha/CE; Araujo et al. (2014) nos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio
Grande do Norte, Lopes et al. (2013) e Gonzalez et al. (2004). No presente trabalho, séo

comuns somente a presenca dos taninos, polissacarideos e saponinas.

Tabela 1: Metabdlitos secundarios identificados no extrato hidroalcoélico dos frutos de Libidibia férrea

Analises Extrato hidroalcodlico dos frutos de Libidibia ferrea
Macerado Remacerado

Saponinas Reagente Reagente

Taninos Reagente Reagente

Catequinas Nao reagente Nao reagente

Polissacarideos

Reagente

Reagente

Glicosideos N&o reagente N&o reagente
Cumarinas N&o reagente N&o reagente
Flavonoides N&o reagente N&o reagente
Lactonas N&o reagente N&o reagente
Purinas N&o reagente N&o reagente
Alcaloides (B) Na&o reagente Nao reagente
Alcaloides (M) Nao reagente Nao reagente
Alcaloides (D) Né&o reagente Reagente

Legendas: B (Bouchardat), M (Mayer), D (Dragendorff).
Fonte: Elaborado pelos autores

A auséncia desses metabolitos na espécie poderia ser justificada por fatores
intrinsecos (ciclo circadiano e sazonal) e extrinsecos (altitude e latitude) (Gobbo-Neto;
Lopes, 2007; Ribeiro et al., 2018; Batista, 2019), assim como pela influéncia geografica
(habitat e a vegetagdo predominante), fatores climaticos e os efeitos das caracteristicas do
solo (Santos et al., 2014), uma vez que, a espécie analisada foi coletada na regido Norte
e nos estudos conduzidos por Prazeres et al. (2019) e Araujo et al. (2014), as espécies
foram coletadas na regido Nordeste. Além disso, ndo foram encontrados estudos que
tenham realizado o screening fitoquimico dos frutos e sementes para 0S outros
metabdlitos secundarios.

A presenca do composto alcaloide somente no remacerado pode ser explicado
pelo método utilizado, haja visto, que a técnica de maceragdo esta relacionada com a

afinidade quimica entre o solvente e a matriz solida, onde, os compostos mais soluveis e
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com maior afinidade ao solvente sdo extraidos. Enquanto que, a remaceragdo € uma

técnica de esgotamento, que tem como objetivo extrair substancias menos soltveis ou que
ja estdo em concentracfes muito baixas (Belokurov et al., 2019; Pettinelli et al., 2022), e
pela espécie analisada ter sido mantida em contato com o liquido extrator por um periodo
maior no processo de remaceracgdo, pode ser que os glicosideos e os alcaloides tiveram

mais afinidade para serem extraidos.

3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Na tabela 2, estdo representados os resultados da atividade antifungica in vitro dos
extratos macerados e remacerados das vagens de Libidibia ferrea nas concentragdes
avaliadas. Todas as analises foram realizadas em triplicata, sendo representada a média
dos resultados.

Tabela 2: Atividade antifingica in vitro frente a cepa de Candida albicans dos extratos das vagens de
Libidibia ferrea, em concentracdes diversas.
Concentracdo do extrato _Anélise da atividade fungicida

Macerado Remacerado

Controle positivo 2,73 cm? 3cm?
0% 0cm¢ 0cmb

2,5% 0cm® 0cmb

5% 0,93 cmP 0cmb

10% 0cm® 0cmb

20% 0 cm® 0cmb

Legenda: Letras minusculas diferem entre si, considerando o teste de Tukey a 5%.
Fonte: Elaborado pelos autores

Os resultados demonstram que os extratos dos frutos de Libidibia ferrea obtidos
por maceragdo e remaceracdo ndo apresentaram atividade fungicida frente a cepa de
Candida albicans. Resultado diferente ao observado por Oliveira et al. (2013), onde, 0
extrato da vagem de Libidibia ferrea, obtido por decoc¢édo, apresentou Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) de 18,7 mg/mL, demonstrando sensibilidade ao fungo Candida
albicans.

Os compostos quimicos taninos, saponinas e flavonoides apresentam propriedades
antifangicas, atuando em diversas etapas do ciclo de vida dos fungos, podendo inibir sua
multiplicagdo e crescimento (Mohotti, 2020; Wykowski, 2012; Patel et al., 2011). Apesar
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da espécie analisada ter apresentado taninos e saponinas, ela ndo apresentou o metabolito

flavonoide, o que pode justificar o resultado negativo da atividade antifingica da espécie
de Libidibia ferrea analisada.

As variagOes entre as espécies, grau de luminosidade e o solo podem influenciar
diretamente na variabilidade dos compostos presentes na espécie, 0 que pode resultar nas
diferencas qualitativas das amostras coletadas, interferindo assim, no resultado obtido
para a atividade fungicida da Libidibia ferrea contra a Candida albicans (Fagiani et al.,
2022).

4 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato de Libidibia ferrea ndo apresentou atividade fungicida
nas concentragdes que foram utilizadas na inibicdo do crescimento da Candida albicans.
Desse modo, observa-se que diversos fatores podem ter interferido nos resultados, como
a escolha do meio de cultura, o clima da regido, o solo e as variagdes entre as espécies,

implicando assim, no resultado qualitativo da amostra e na sua atividade antifingica.
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