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   “O aumento do conhecimento é como uma esfera dilatando-se no 

espaço: quanto maior a nossa compreensão, maior o nosso contato 

com o desconhecido.” 

                                                      Blaise Pascal 
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RESUMO 

 

A espécie Cochlospermum regium foi selecionada por apresentar importantes propriedades 

terapêuticas relacionadas a infecções do sistema reprodutivo feminino, relatadas em 

levantamentos etnofarmacológicos. Entretanto, alguns estudos realizados com 

microorganismos in vitro são contraditórios. Este fato pode estar relacionado a fatores 

ambientais e fenológicos referentes ao cultivo da planta, a forma de preparação dos 

extratos e/ou também ao microrganismo alvo. No presente trabalho foram avaliadas a 

atividade antimicrobiana em raízes de plantas de C. regium coletadas em diversas 

localidades, estádios fenológicos, idade da planta e condições de sazonalidade. Para 

realização destes testes antimicrobianos foi desenvolvida uma metodologia a qual utiliza 

diretamente a droga vegetal sem a necessidade prévia de preparação de extratos (STAMP). 

Além disso, foram realizados estudos fitoquímicos biomonitorados através da 

bioautografia. Quanto ao STAMP, constatou-se que este é eficiente para avaliar drogas 

vegetais principalmente com atividade antifúngica. Com relação aos testes que avaliaram o 

efeito ambiental e fenológico sobre a atividade antimicrobiana de raízes de C. regium, foi 

verificado que, apesar de a planta apresentar atividade antimicrobiana em todas as 

condições avaliadas, foi possível observar que as raízes coletadas no outono e inverno 

apresentaram maior inibição frente a C. albicans, além disso, a idade da planta e substrato 

de cultivo, também interferem nesta resposta biológica. Desta maneira, para utilização de 

extratos desta planta contra essa doença infecciosa causada por C. albicans, recomenda-se 

a coleta de plantas no outono e inverno. Também foi possível observar que a entrecasca e 

cerne da raiz são os principais responsáveis pela atividade antimicrobiana. Os estudos 

fitoquímicos, realizados a partir do extrato hidroalcoólico (80%), mostraram que os 

compostos ativos são de média polaridade, pois a maior atividade foi obtida nas frações de 
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partições de acetato de etila. O ácido gálico foi o composto encontrado como sendo o 

majoritário nesta fração em CG-MS. Em CLAE foram isolados dois flavonoides: 

diidrokaempferol-3-O-β-D-glicopiranosideo e diidroquercetina-3-O-β-D-glicopiranosideo, 

entretanto, foi verificado que o diidrokaempferol-3-O-β-D-glicopiranosideo não é ativo 

frente a C. albicans.  Os dados obtidos neste trabalho permitem inferir que os ativos da raiz 

de C. regium são constitutívos e somente a concentração destes é afetada pelas condições 

ambientais. Estes resultados são condizentes com os estudos etnofarmacológicos e as 

divergências existentes na literaura sobre a sua atividade antimicrobiana in vitro se devem, 

possivelmente, à utilização de microorganismos não específicos para infecções vaginais. O 

presente trabalho é o primeiro que avalia a ação antimicrobiana de extratos de C. regium 

frente à levedura C. albicans, que é o microrganismo que mais causa infecções vaginais em 

mulheres de todo o mundo. 

 

PALAVRAS-CHAVE: STAMP, atividade antimicrobiana, algodãozinho-do-campo, 

bioautografia, Bixaceae. 
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Paulista. 

   Author: Marielle Cascaes Inácio 

   Adviser: Ana Maria Soares Pereira 

   Co-advisor: Bianca Waléria Bertoni 

 

SUMMARY 

 

Cochlospermum regium was selected because it has important therapeutic properties 

related to infections of female reproductive system, which is reported in 

ethnopharmacological studies. However, some studies with microorganisms in vitro using 

this plant are contradictory. This fact could be related to environmental or phenological 

factors relating to the cultivation of the plant, how to prepare the extracts and/or also the 

target organism. In this study has been evaluated the antimicrobial activity of C. regium 

roots collected in different localities, growth stages, plant age and seasonal conditions. To 

conduct these antimicrobials tests, a methodology has developed which uses the powered 

plant directly without prior preparation of extracts (STAMP). In addition, biomonitored 

phytochemical analysis were performed by bioautography assays. Regarding STAMP 

method, it was efficient for evaluating powered plant mainly with antifungal activity. The 

tests that evaluated the environmental and phenological effects on the antimicrobial 

activity of C. regium roots showed that despite the plant antimicrobial activity occur in all 

conditions evaluated, it has observed that the roots collected in autumn and winter showed 

greater inhibition against C. albicans. Furthermore, the age of the plant and the substrate of 

culture also affect the biological response. Thus, we recommend collecting plants in 

autumn and winter to use against infectious disease caused by C. albicans. It has also 

observed that both inner bark and root cern are the main responsible for the antimicrobial 

activity. The phytochemical studies, carried out from the hydroalcoholic extract (80%), 

showed that the active compounds are of medium polarity, since the highest activity has 

obtained in the ethyl acetate fraction. Gallic acid was found to be the majority compound 
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in this fraction from GC-MS. Two flavonoids have isolated in HPLC: diidrokaempferol-3-

O-β-D-glucopyranoside and diidroquercetin-3-O-β-D-glucopyranoside. However, the 

diidrokaempferol-3-O-β-D-glucopyranoside is not active against C. albicans. The data 

obtained in this study allow us to conclude that the active compounds of C. regium roots 

are constitutive, and just the concentration of these is affected by environmental 

conditions. These results are consistent with the ethnopharmacological studies, and the 

differences found in studies on their in vitro antimicrobial activity are possibly due the use 

of non-specific microorganisms to vaginal infections. This is the first study to evaluate the 

antimicrobial activity of C. regium extracts against the yeast C. albicans, which causes 

more vaginal infections in women of world wide. 

 

 

_____________________________ 

Keywords: STAMP, antimicrobial activity, algodãozinho-do-campo, bioautography, 

Bixaceae.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A espécie Cochlospermum regium é uma espécie medicinal nativa 

do Cerrado muito utilizada pela população para tratamento de infecções, principalmente do 

sistema reprodutor feminino. 

Estudos farmacológicos, químicos e agronômicos desta espécie 

estão aumentando a cada ano, mas ainda são escassos. Dentre esses estudos, os de ensaio 

antimicrobiano são inconclusivos e contraditórios. Esta falta de reprodutibilidade da 

atividade pode estar relacionada a diversos fatores, dentre eles, os ambientais, que 

poderiam alterar quantitativamente ou qualitativamente a composição química das plantas 

e também o microrganismo alvo, uma vez que esta espécie é utilizada para o tratamento de 

infecções do sistema reprodutor feminino e até o momento não foi avaliado nenhum 

microrganismo específico para este tipo de infecção. 

Desta forma, é importante que se averigue as possíveis causas das 

incoerências, considerando que a espécie Cochlospermum regium está submetida a erosão 

genética, uma vez que, as áreas de Cerrado têm sido reduzidas a cada ano.  

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar diversos efeitos 

ambientais e fenológicos que podem estar interferindo na atividade antimicrobiana da 

espécie, bem como identificar os princípios ativos responsáveis pela mesma. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

    2.1 A espécie Cochlospermum regium     

 

          2.2.1 Taxonomia e habitat 

 

Domínio: Eucariota  

   Reino: Plantae      

     Filo:  Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal  

        Classe:  Equisetopsida C. Agardh 

     Subclasse:  Magnoliidae Novák ex Takht. 

         Ordem:  Malvales Juss. 

            Família:  Bixaceae Kunth 

               Gênero:  Cochlospermum Kunth  

                         Nome botânico: Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. (MISSOURI 

BOTANICAL GARDEN, 2013). 

Cochlospermum regium é uma espécie nativa do Cerrado 

conhecida popularmente por algodãozinho-do-campo ou algodãozinho-do-Cerrado (Figura 

1). Geralmente é encontrada em locais que sofreram influências antrópicas, como beira de 

estradas, ferrovias, entre outras. Uma característica única da espécie C. regium, dentre as 

espécies do gênero, é a sua plasticidade em relação à floração. As flores aparecem na parte 

apical do ramo do ano, o qual, geralmente, está desfolhado na época. Quando o ramo do 

ano é destruído, pelos incêndios, por exemplo, que são bastante frequentes no Cerrado, as 
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flores surgem ao nível do solo a partir do xilopódio (Figura 1C), de onde também saem os 

ramos. Esta característica colabora para que a espécie se adapte às intempéries da natureza 

e às ações antrópicas (POPPENDIECK, 1981). 

 

 

Figura 1: Planta de Cochlospermum regium. (A) No habitat natural. (B) Detalhes da flor. 
(C) Florescimento ao nível do solo após queimada. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

         2.2.2 Etnobotânica e etnofarmacologia  

 

Cochlospermum regium é bastante utilizada na medicina popular e 

suas raízes são comercializadas por raizeiros em todo bioma do Cerrado. Nunes et al. 

(2003) realizaram levantamento de espécies comercializadas por raizeiros nos anos de 

1992 e 2002 e dentre estas espécies (32), verificaram que o C. regium foi a 5ª e 6ª mais 

citada pelos comerciantes. Dentre suas inúmeras utilizações pela medicina popular, dá-se 

importância, principalmente, à utilização contra infecções do sistema reprodutor feminino 

(Tabela 1). 
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Tabela 1: Modo de uso e indicação terapêutica de C. regium por estados brasileiros.  

Estados Órgão 
utilizado 

Formas 
de uso 

Indicação terapêutica Referências 

Tocantins * * Dores de cabeça Rodrigues e Carlini 
(2005) 

Mato 
Grosso 

Raiz Chá, 
garrafada 

Inflamação em geral, 
problema de próstata e 

pneumonia 

Moreira e Guarim-
Neto (2009) 

Goiás Xilopódio Chá, 
garrafada 

ou pó 

Infecções ginecológicas, 
gastrite e úlcera gástrica 

Tresvenzol et al. 
(2006) 

Goiás * * Infecção gástrica Carvalho (2004) 

Mato 
Grosso do 
Sul 

 

Raiz 

 

* 

Colesterol, feridas internas e 
externas, laxante, depurativo 

do sangue, inflamação da 
pele, útero, ovário e próstata 

 

Nunes et al. (2003) 

Mato 
Grosso 

Casca (*) Chá Depurativo do sangue Guarim-Neto (2006) 

Goiás * * Inflamações uterinas, vias 
urinárias, diarréia 

Souza e Felfili 
(2006) 

Mato 
Grosso 

Rizóforo Decocto, 
chá 

Infecções, inflamações, 
corrimentos, depurativo 

Souza e Felfili 
(2006) 

Mato 
Grosso 

Folha Chá Cálculo renal, úlcera Sangalli et al. (2002) 

Mato 
Grosso 

Raiz  Chá Inflamação do útero e dos 
ovários 

Pasa (2011) 

Minas 
Gerais 

Raiz Vinho 
medicinal 

Afecções uterinas Alves e Povh (2013) 

Mato 
Grosso 

Raiz  Chá Inflamação do útero e ovários Souza et al. (2010) 

Mato 
Grosso 

Raiz  Chá Inflamação do útero e ovários Pasa et al. (2011) 

Mato 
Grosso 

Raiz e 
folha 

Banho  Leucorréia  Macedo et al. (2011) 

* Não há especificações  

     
           2.2.3 Estudos Agronômicos 

 

Sementes de C. regium apresentam tegumento duro o que dificulta 

a permeabilidade da água conferindo-lhe a condição de dormência. Segundo Kirizawa 

(1981), a semente desta espécie é constituída também, por uma camada paliçádica 

resistente na parte mais externa do tegumento revestida por uma camada delgada, que se 

removida através de escarificação permite a embebição normalmente. 
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A superação da dormência de sementes de C. regium já foi avaliada 

por Sales et al. (2002), Camillo (2008) e Inácio et al. (2010). Esta foi conseguida através da 

escarificação química com ácido sulfúrico por períodos de 90, 150 e 140 minutos 

resultando em até 80% de germinação em papel umedecido ou in vitro. Além disso, Inácio 

et al. (2010) realizaram uma classificação quanto ao tamanho das sementes e as proporções 

entre a parte aérea e o sistema radicular de C. regium. Em se tratando de armazenamento 

das sementes de C. regium, Camillo (2008) verificou que sementes com 7,9% de umidade 

e mantidas em temperatura sub-zero (-20 ºC) pode ser uma alternativa para conservação ex 

situ da espécie, garantindo característica ortodoxa para estas sementes. 

O melhor substrato para germinação e desenvolvimento das 

plântulas de C. regium foi avaliado por Viu et al. (2007) e Coelho et al. (2008). O substrato 

comercial vermiculita foi o mais eficiente em promover a germinação e maior altura de 

plântulas. Segundo estes autores, isso ocorreu devido às propriedades físicas do mesmo, 

que proporciona grande porosidade, aeração e boa capacidade de retenção de água. O 

maior número de folhas foi conseguido em substratos contendo solo de Cerrado+esterco 

(7:3) e solo de Cerrado+esterco+areia (1:1:1) com uma média de até 5 folhas por plântula 

ao final de 28 dias. Além de condições a campo, Coelho et al. (2008) verificaram em 

laboratório que a resposta de germinação foi semelhante, não diferindo estatisticamente, 

nos substratos papel toalha, papel mata borrão, vermiculita, palha de arroz carbonizada, 

terra preta, areia, solo de Cerrado e a mistura de todos os substratos.  

A luminosidade e a temperatura exercem influência sobre a 

germinação das sementes de C. regium e os melhores resultados são obtidos no escuro, 

vermelho e vermelho-extremo (81,2%, 90,7% e 74,7% respectivamente) e em temperatura 

de 25 °C, obtendo-se até 90% de sementes germinadas com Índice de Velocidade de 

Germinação (IVG) de 2,6 (SALES, 2001). 

Um protocolo de micropropagação foi desenvolvido para esta 

espécie por Inácio et al. (2011). Os autores relatam que a multiplicação desta espécie in 

vitro ocorre mais eficientemente utilizando-se gemas apicais como fonte de explante em 

um meio de cultivo MS sem a utilização de reguladores vegetais. Além disso, o 

enraizamento das microestacas é mais eficiente quando estas são transferidas para 

condições ex vitro. Em se tratando de conservação, sob condição in vitro, Camillo et al. 

(2009) estabeleceram crescimento mínimo de explantes de C. regium em meio de cultura 
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WPM (½)a uma temperatura de 20 ºC e Inácio et al. (2011) demonstraram que a 

temperatura de 15 ºC também é eficiente quando se utilizam reguladores osmóticos.  

 

          2.2.4 Fitoquímica 

 

Pouco se sabe sobre a composição química da espécie 

Cochlospermum regium. Em 1996, Lima e colaboradores isolaram uma flavonona 

glicosilada denominada Dihidrokaenferol 3-O-glucopiranoside (C21H22O11). Segundo Ritto 

(1996) foram isolados da raiz dessa espécie, flavonóides e o ácido graxo 1-

hidroxitetradecanona-3. Sólon et al. (2012) verificaram que a fração acetato de etila do 

extrato hidroalcoólico de raízes de C. regium continha ácido elágico, ácido gálico, 

dihidrokaenferol, dihidrokaenferol 3-O-glucopiranoside, dihidrokaenferol-3-O-β-(6 ́ ́-

galloil)-glucopiranoside, pinoresinol, excelsina e os triacilbenzenos cochlospermina A e B.  

Honda et al. (1997), analisando o óleo essencial de raízes de C. 

regium, por cromatografia gasosa acoplada a um espectrômetro de massas, encontraram as 

seguintes substâncias: 34,1% β-selineno, sendo o mais frequente, 5,4% de elemeno, 4,8% 

de trans-cariofileno, 3,4% de α-pineno, 2,8% de α-humuleno, 2,1% de aromadandreno, 

1,2% de α-selineno, 0,8% de δ-cadineno, além de outros compostos não identificados que 

resultaram em 45,4% do rendimento total do óleo. Segundo estes autores, as raízes de C. 

regium produzem 0,24% de óleo essencial. 

 

          2.2.5 Farmacologia 

 

Do ponto de vista farmacológico, os extratos liofilizados de raízes 

de C. regium não apresentam toxicidade aguda quando administrados via oral (RITTO, 

1996).  

O teste de Ames realizado em Salmonella typhimurium com extrato 

de C. regium mediu a mutagênese bacteriana pelo número de células revertentes para a 

prototrofia de histidina e os resultados mostraram que o extrato liofilizado de raiz, nas 

concentrações de 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 g.mL-1, não exibiu atividade mutagênica 

(LIMA, 2002). Resultados semelhantes foram obtidos por Nunes e Carvalho (2003), os 

quais verificaram que extrato aquoso de raiz liofilizado nas concentrações 13, 19 e 25 g.L-1 

não mostraram atividade mutagênica nem direta nem indiretamente sobre larvas de 
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Drosophila melanogaster pelo teste RXL (ring-X loss) que detecta a perda total do 

cromossomo X e a perda parcial do cromossomo Y. 

Outro estudo realizado a partir de teste de Micronúcleo em medula 

óssea de camundongos, com extrato aquoso liofilizado de raiz de C. regium, mostrou que 

não ocorreu modificação do DNA celular, não apresentando assim, efeito antimutagênico 

(ANDRADE et al., 2008). Em contrapartida, trabalho realizado por Castro et al. (2004) 

mostrou que o extrato aquoso de raiz de C. regium liofilizado apresentou atividade 

mutagênica e citotóxica em eritrócitos de medula óssea de camundongos. Segundo os 

autores, esses efeitos são devidos à presença de flavonóides e taninos. 

Castro (2000) estudou o efeito antinociceptivo do 3-0-

glicosildihidrocanferol extraído de raízes de C. regium e postulou que esta ação não ocorre 

por bloqueio da pirenzepina e L-arginina e também, não interfere na síntese de óxido 

nítrico, mostrando que o mecanismo de ação da droga ocorre de modo diferente dos 

mecanismos clássicos, sendo desta forma, relevante o desenvolvimento de estudos mais 

aprofundados sobre essa substância para o desenvolvimento de drogas analgésicas. 

Segundo Ritto (1996), o extrato liofilizado de raízes de C. regium 

inibe lesão gástrica induzida por indometacina e não apresenta atividade 

antiedematogênica.  

O efeito do extrato hidroalcoólico de raízes de C. regium também 

foi avaliado quanto ao seu efeito tóxico em embriões de ratas grávidas por Cunha-Laura et 

al. (2013). Os autores verificaram que, numa dose de 11,5 mg/kg/dia, administrado em 

ratas com 6 a 15 dias de gestação, o extrato hidroalcoólico não é tóxico para a rata grávida, 

mas, pode eventualmente interferir no progresso do desenvolvimento embriofetal.  

 

          2.2.6 Atividade antimicrobiana 

 

Dentre os poucos estudos relacionados à atividade antimicrobiana 

da espécie Cochlospermum regium, estes são somente sobre atividade antibacteriana. 

Os extratos hexânico, hidroalcoólico, acetato de etila, N-butanol, 

decoctos da raiz preparados conforme utilizado na medicina popular (12, 24 e 60 g L-1) e 

também a flavanona 3-0-glicosildihidrocanferol foram avaliados quanto a atividade 

antimicrobiana por Oliveira et al. (1996). Estes autores concluíram que o extrato hexânico 

e acetato de etila apresentaram atividade frente à Staphylococcus aureus e Escherichia 



 

 

12

coli; o extrato butanólico mostrou efeito somente contra S. aureus e a flavanona 3-0-

glicosildihidrocanferol e o decocto não apresentaram atividade frente as linhagens 

avaliadas. Segundo Inácio (2010), o decocto também não apresentou efeito antimicrobiano 

sobre S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Sólon et al. (2012) constataram que o extrato 

hidroalcoólico da raiz e as frações hexânica, clorofórmica, acetato de etila e butanólica, 

derivadas deste extrato, apresentaram atividade frente a S. aureus e P. aeruginosa. 

Segundo Honda et al. (1997), o óleo essencial de raízes de C. 

regium também apresentou atividade antibacteriana frente a S. aureus (MIC= 1,5mg mL1) 

e Salmonella typhimurium (MIC= 5mg mL-1). 

 

    2.3 Atividade antimicrobiana de plantas medicinais 

 

Os microorganismos patogênicos estão cada vez mais resistentes a 

medicamentos convencionais devido a inúmeros fatores, tais como: a má alimentação da 

população em geral, o aumento da poluição ambiental nos últimos anos, o incontrolado uso 

de antibióticos sintéticos e a automedicação (TAVARES, 2000; SOUZA et al., 2005; 

SOUZA, 2009). Dessa forma, a comunidade científica vem buscando o auxílio das plantas 

medicinais como fonte de substâncias, isoladas ou em complexos, que seja capaz de 

controlar infecções. 

No Brasil, estudos com a mesma finalidade são de grande 

importância, considerando que é um país com imensa desigualdade social, onde poucas 

pessoas têm acesso a medicamentos sintéticos de alto custo. Além disso, as plantas 

medicinais já são utilizadas em diversas áreas da saúde como forma complementar para 

tratamentos de doenças infecciosas causadas por fungos, leveduras e bactérias (DUARTE 

et al., 2004). 

Especificamente plantas de Cerrado, atualmente, são muito 

estudadas e estão apresentando respostas surpreendentes quanto à atividade antimicrobiana 

devido ao enorme arsenal químico existente, bem como pelas substâncias únicas e 

exclusivas presentes nas mesmas (AYRES et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2009; 

ZATTA et al., 2009; DUTRA et al., 2009; DEUS et al., 2009; INÁCIO, 2010).  

 

    2.4 Caracterização química de plantas medicinais 
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Ao se estudar planta com propriedades terapêuticas é 

imprescindível que se conheça a composição química das mesmas e trabalhos relacionados 

à fitoquímica estão sendo intensificados com plantas de diversos biomas do Brasil 

(FONSECA e LIBRANDI, 2008; REGASINI et al., 2008; SOUZA et al., 2008; COSTA et 

al., 2009)  

Devido à alta demanda pelo conhecimento da composição química 

das plantas, inúmeras técnicas para obtenção de fingerprintings estão sendo desenvolvidas. 

Além disso, métodos modernos e refinados de purificação de compostos estão surgindo 

muito rapidamente, utilizando quantidades mínimas de amostra, o que tem permitido, num 

curto espaço de tempo, identificar grande quantidade de moléculas (SCHORR e DA 

COSTA, 2003; CARVALHO et al., 2008; JUSTO e SCARMINIO, 2008). Mais 

recentemente, surgiu o termo chamado desreplicação, o qual vem sendo muito utilizado 

para estudos de metaboloma. Este objetiva fazer uma triagem dos metabólitos secundários 

de uma planta a partir de seu extrato bruto, sem que haja a necessidade de fracionamento e 

isolamento de substâncias. Os estudos que utilizam a desreplicação envolvem a utilização 

de técnicas cromatográficas hifenadas, geralmente, com espectrometria de massas ou 

ressonância magnética nuclear e tem trazido grandes resultados para os estudos 

fitoquímicos de plantas (ADHAMI et al., 2013; JOHANSEN et al., 2013; MUSHARRAF 

et al., 2013; PILON et al., 2013). 

Entretanto, mais frequentemente, na realização de um estudo 

fitoquímico, basicamente, quatro passos estão envolvidos (BANDEIRA, 2004): 1) A coleta 

do vegetal, que está relacionada a fatores tais quais, parte da planta que produz o ativo, o 

estádio vegetativo, a hora da coleta, entre outros; 2) A preparação do material vegetal, 

envolvendo fatores como secagem (materiais frescos podem ter componentes específicos e 

secos apresentam estabilidade química) e a moagem; 3) A preparação da amostra que 

implica na extração (leva-se em consideração a granulometria do material, polaridade do 

solvente, tempo de extração, etc), a concentração (destilação de solventes) e a remoção dos 

interferentes (lignina, celulose, pectina, etc) e 4) A análise instrumental por fim, que 

engloba a análise qualitativa (podem ser realizadas pelas cromatografias), o fracionamento 

(por partições, por exemplo), a purificação (pela cromatografia preparativa) e enfim a 

análise quantitativa das substâncias ativas de interesse.  

Muitas pesquisas baseadas nas caracterizações químicas de plantas 

utilizam estes passos com grande sucesso na descoberta de novas substâncias ou 
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complexos ativos e também para conhecimento do metabolismo secundário da espécie em 

estudo quando não se tem dados desta natureza na literatura (ZUCOLOTTO et al., 2006; 

HERNÁNDEZ-TERRONES et al., 2007; MANIGAUHA et al., 2009; LAGO e ROQUE, 

2009; CANUTO et al., 2010). 

 

     2.5 Fatores que interferem na pesquisa com plantas medicinais nativas não 

domesticadas 

 

Muitas são as barreiras existentes quando trabalha-se com plantas 

medicinais nativas ou não domesticadas. As diferentes condições em que a planta se 

encontra, por exemplo, são comumente fatores que interferem na composição dos 

metabólitos secundários da mesma. O estádio vegetativo, a sazonalidade, a forma e hora de 

colheita são fatores agronômicos que estão diretamente ligados na qualidade e quantidade 

de substâncias bioativas presente nas plantas medicinais, e, consequentemente, no efeito 

biológico que estas apresentam. Além disso, existem os genótipos os quais também podem 

apresentar atividades farmacológicas diversas (SCHLAG e MCINTOSH, 2006; 

FACHINETTO e TEDESCO, 2009; MORAIS, 2009; MACK et al., 2009).  

Além dos fatores agronômicos existem aspectos físicos que 

também interferem na qualidade da produção do fitoterápico como, por exemplo, a forma 

de secagem e moagem do material vegetal. Outro aspecto importante está relacionado à 

extração dos princípios ativos, que envolvem a escolha do solvente, a forma de preparação 

do extrato (infusos, maceração estática, etc) e a solubilidade dos compostos de interesse. 

Solventes com polaridades diferentes têm afinidade com moléculas ativas diferentes. Da 

mesma maneira, um extrato aquoso preparado em forma de decocção ou em infusão, pode 

responder diferentemente aos ensaios biológicos (PEITZ et al., 2003; BANDEIRA, 2004; 

OLIVEIRA et al., 2008; LI e VEDERAS, 2009; MORAIS, 2009). 

A variabilidade genética encontrada em plantas medicinais não 

domesticadas também é uma dificuldade quando considera-se a produção de metabólitos 

secundários de interesse. O ambiente irá interferir na biossíntese de substâncias dos 

diferentes genótipos e a composição química de um extrato poderá não ser a mesma 

dependendo das condições em que a planta se encontrava no momento da coleta. Assim, a 

não domesticação destas espécies resultará em matérias-prima não uniformes e de baixa 
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qualidade (PICHERSKY e GANG, 2000; BOURGAUD et al., 2001; GOBBO-NETO e 

LOPES, 2007; BOTREL et al., 2009).  

Quanto ao desenvolvimento industrial de um fitoterápico, 

considerando o screening de compostos ativos em plantas medicinais a ser explorado pela 

indústria de medicamento, três situações devem ser evitadas: o isolamento de substâncias 

puras a partir de misturas complexas, o que é dispendioso e requer muito tempo de 

trabalho, a produção de extratos brutos que apresentem dificuldade de solubilização e o 

trabalho com espécies cujo suprimento vegetal é escasso (LI e VEDERAS, 2009). Além 

disso, é preciso considerar que extratos de plantas e compostos isolados não são 

patenteáveis e a obtenção de um produto que gere patente para a indústria e/ou para a 

universidade se torna mais viável quando são realizadas associações de compostos 

advindos de diferentes espécies, com incremento de determinados ativos, que ampliam o 

espectro e intensidade da atividade biológica alvo.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O acúmulo de conhecimento etnofarmacológico sobre C. regium 

consagrou a espécie como um fitoterápico, de uso popular, com ação antimicrobiana. No 

entanto, existem evidências que extratos desta planta, na forma como são utilizados pela 

população, nem sempre apresentam este efeito in vitro. Vários fatores podem explicar a 

variação na atividade biológica de uma planta destacando-se a presença de diferentes 

genótipos, a sazonalidade, as condições de estresse na qual a espécie está submetida, o 

estádio fenológico, a forma de preparo do extrato, entre outros. 

O estabelecimento de condições de cultivo adequadas, a busca por 

genótipos potencialmente ativos nos locais de ocorrência natural da espécie e a 

determinação dos compostos ativos de C. regium serão de grande importância para 

estabelecer uma padronização da matéria prima vegetal o que garantirá a obtenção de 

fitoterápicos com qualidade e eficácia. Portanto, este trabalho visou buscar as possíveis 

explicações para a ausência da atividade in vitro, analisados através da influência 

ambiental e fenológica na atividade antimicrobiana da espécie, uma vez que a segurança e 

eficácia do fitoterápico dependerá da variação metabólica de ativos perante as diversas 

interações ambientais. 
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4. HIPÓTESE 

 

Os fatores ambientais intereferem na presença ou ausência da 

atividade antimicrobiana da espécie Cochlospermum regium. 
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Capítulo I. TESTE DE TRIAGEM PARA ATIVIDADE ANTIMIC ROBIANA EM 

PLANTAS MEDICINAIS: UTILIZAÇÃO DE DROGAS VEGETAIS  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Infecções por microrganismos multi-resistentes (MDR) é cada vez 

mais frequente (CARMONA et al., 2012) e o número de opções de antibióticos ativos 

atualmente disponível para tratar essas infecções é limitado (MIYASAKI et al., 2010). 

Além disso, as infecções associadas aos microrganismos formadores de biofilme 

aumentam exponencialmente (HARDING et al, 2009; DUNNE, 2002), ainda 

representando desafios para novas classes de compostos antifúngicos, como as 

echinocandinas, formulações lipídicas de anfotericina B (AMB) e os novos triazóis. De 

acordo com Coates et al, (2002), hoje em dia o problema principal é que não importa o 

quão potente é um novo composto antimicrobiano, a sua eficácia terapêutica será 

relativamente curta, devido à inevitável resistência desenvolvida pelos microrganismos. 

É evidente que o desenvolvimento de antibióticos novos e eficazes 

com atividade contra organismos MDR é um desafio (BOUCHER et al., 2009). Em breve, 

pode-se não ter medicamentos disponíveis em nosso arsenal terapêutico para tratar estes 

microorganismos altamente resistentes. O estado atual de urgência tem motivado alguns 

pesquisadores a investigar uma abordagem inovadora para a inibição de microrganismos 

MDR a exemplo de extratos de plantas (MIYASAKI et al., 2010). Na verdade, muitas 

plantas medicinais são utilizadas para o tratamento de infecções em todo o mundo 

(MARTIN e ERNST, 2003; ZAIDAN et al, 2005). Uma série de estudos in vitro relatam a
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atividade antimicrobiana de extratos e vários ensaios clínicos foram realizados até à data 

(MARTIN e ERNST, 2003).  

Há cerca de 350 mil espécies de plantas no mundo (PATON et al., 

2008) e os métodos atuais de investigação fitoquímica e farmacológica não são 

suficientemente rápidos e eficientes para triar extratos com propriedades terapêuticas que 

possam atuar sobre as principais enfermidades que acometem a humanidade. Enquanto 

tudo isso está sendo discutido, muitas áreas estão sendo degradadas e muitas espécies estão 

sendo extintas, antes da triagem para averiguação das suas propriedades ativas. Assim, o 

desenvolvimento de novos métodos, acessíveis, de baixo custo, rápidos e simples para 

utilização em triagens para efeitos farmacológicos é altamente desejável, pois permitiria 

que todos os países do mundo, até mesmo os mais pobres, investigassem sua própria flora 

na busca de novos medicamentos.  

 

2. OBJETIVOS 

 

    2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um método de triagem para atividade antimicrobiana 

de plantas medicinais utilizando diretamente a droga vegetal ao invés de extratos.  

 

    2.2 Objetivos específicos 

 

1. Obter droga vegetal de diferentes espécies e orgãos de plantas; 

2. Padronizar a densidade de cada droga vegetal a ser utilizada no ensaio; 

3. Comparar a atividade antimicrobiana de drogas vegetais autoclavadas e não 

autoclavadas; 

4. Produzir extratos das espécies alvo; 

5. Comparar os resultados da atividade antimicrobiana obtida das drogas vegetais e dos 

extratos aquosos, hidroalcoólicos e de substâncias isoladas. 

  

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

    3.1 Dados Gerais 
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Reagentes e solventes: NaCl (Cloreto de sódio), etanol e 

diclorometano (todos de grau analítico) foram adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil), 

metanol (grau HPLC) JT Baker (EUA), ampicilina, anfotericina B, fluconazol, dimetil 

sulfóxido (grau HPLC), clorofórmio deuterado (CDCl3 - 99,96% D) e RPMI-1640 foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (São Paulo, SP, Brasil), sulfato de gentamicina foi obtido da 

Ourofino® (Ribeirão Preto, SP, Brasil), ágar bacteriológico, Sabouraud dextrose e 

Mueller-Hinton foram adquiridos da Himedia (Curitiba, PR, Brasil). Os microorganismos 

(todos ATCC) foram adquiridos da Fundação André Tosello (Campinas-SP, Brasil). 

Espectrofotômetro: Unico (EUA). Cromatógrafo: CLAE Shimadzu (Kyoto, Japão), LC-10-

AVP equipado com um auto-injector SIL-10AF, detector de arranjo de fotodiodos SPD-

M20A e uma coluna Phenomenex (Torrance, CA, EUA) Luna C18® coluna (250 x 4,6 mm 

i.d., com tamanho de partícula de 5 µm).  

 

    3.2 Material vegetal 

 

Foram utilizadas as seguintes espécies: Ocimum gratissimum L. 

(Lamiaceae), Ocimum basilicum L. (Lamiaceae), Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae), 

Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. (Boraginaceae), Alternanthera brasiliana (L.) 

Kuntze (Amaranthaceae), Physalis angulata L. (Solanaceae), Tinospora cordifolia 

(Thunb.) Miers (Menispermaceae), Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae), Baccharis 

trimera (Less.) DC. (Asteraceae), Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), Rapanea 

leuconeura (Mart.) Mez. (Primulaceae, cinco genótipo diferentes: 5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e 

SA10), Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. (Bixaceae), Eugenia punicifolia (Kunth) 

DC. (Myrtaceae) e Peritassa campestris (Cambess.) A.C. Sm. (Celastraceae). Todas as 

plantas foram cultivadas em sistema orgânico a campo sem pesticidas ou fertilizantes 

químicos.  

Estas espécies foram escolhidas com o intuito de representar 

diferentes famílias e gêneros, além de já terem atividade antimicrobiana confirmadas em 

serviço clínico na Farmácia da Natureza (www.terradeismael.com.br). Foram utilizadas 

raízes, entrecasca, parte aérea e casca de caule das diferentes plantas estudadas. Para a 

espécie R. leuconeura foram avaliados cinco diferentes genótipos (Tabela 2). Todas as 

espécies foram coletadas no município de Jardinópolis (São Paulo, Brasil - Latitude: 

21º01'04'', Longitude: 47º45'50'', altitude: 590 m) em fevereiro de 2011. A espécie P. 
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campestris foi coletada de plantas mantidas em vasos, na Universidade de Ribeirão Preto 

(UNAERP), no município de Ribeirão Preto (São Paulo, Brasil - Latitude: 21º10'40'', 

Longitude: 47º48'36'', altitude: 544 m).  

Exsicatas dessas plantas foram depositadas no Herbário da 

Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP) com os seguintes Vouchers: O. gratissimum 

(HPMU 1329), O. basilicum (HPMU 1455), O. selloi (HPMU 1456), C. curassavica 

(HPMU 1457 ), P. angulata (HPMU 1458), T. cordifolia (HPMU 1459), B. dracunculifolia 

(HPMU 1460), B. trimera (HPMU 1426), L. sidoides (HPMU 1461), R. leuconeura 

(HPMU 1462), C. regium (HPMU 1463), E. punicifolia (HPMU 1464) e P. campestris 

(HPMU 1414). 

Para confirmar a eficácia do método que utiliza a droga vegetal, os 

dados obtidos foram comparados com o extrato aquoso e hidroalcoólico de cada espécie e, 

também, com os triterpenos quinonametídeos maitenina (tingenona) e netzalcoieno 

isolados a partir de raízes de P. campestris, marcadores quimiotaxonônicos da família com 

atividades biológicas conhecidas. 

 

    3.3 Preparo das drogas vegetais   

 

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a 45 ˚C, 

moído em um moinho de facas e peneirados para uniformizar o tamanho da partícula (48 

mesh). Logo após foi calculada a densidade de cada um e conforme o volume do poço foi 

determinada a massa de material a ser depositada no mesmo (Tabela 2). Foram utilizadas 

drogas vegetais autoclavadas (121 ºC por 15 minutos; 1 atm de pressão) e não 

autoclavadas. 
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Tabela 2: Lista de espécies vegetais, órgãos de plantas e massa de droga vegetal utilizadas 

nos poços. 

Espécies Órgão 
utilizado 

Massa de droga vegetal por poço 
(mg) 

Ocimum gratissimum Folhas  19 
Cordia curassavica Folhas 22 
Alternanthera brasiliana Folhas 22 
Ocimum basilicum Folhas 15 
Physalis angulata Folhas 23 
Tinospora cordifolia Folhas 16 
Baccharis dracunculifolia Folhas 17 
Bacchatis trimera Folhas 19 
Lippia sidoides Folhas 17 
Cochlospermum regium Raiz 20 
Ocimum selloi Folhas 22 
Eugenia punicifolia Folhas 30 
Peritassa campestris Raiz 33 
Rapanea leuconeura 5R1 Casca de caule 28 
Rapanea leuconeura 5R2 Casca de caule 28 
Rapanea leuconeura 5R3 Casca de caule 28 
Rapanea leuconeura 5R4 Casca de caule 28 
Rapanea leuconeura SA10 Casca de caule 28 
      

    3.4 Preparo dos extratos aquosos 

 

À droga vegetal, a qual estava em ponteiras de plástico (Figura 2), 

foi adicionada água destilada (1:5 m/v). As ponteiras contendo a droga com a água foram 

fechadas com papel alumínio e autoclavadas durante 15 minutos, a 1 atm e 121 ˚C. A 

proporção de pó e água resultou numa mistura pastosa e não líquida. Apesar de, neste 

trabalho, estes extratos serem chamados de aquosos, devemos levar em consideração que 

os mesmos não foram filtrados. O preparo do material foi realizado 24 horas antes dos 

ensaios, para evitar a evaporação da água. Toda a massa obtida neste passo foi utilizada 

nos poços. 

 

    3.5 Preparo dos extratos hidroalcoólicos 

 

Os extratos hidroalcoólicos (etanol: água, 1:5 v/v) foram obtidos a 

partir da droga vegetal por sonicação (3x de 20 minutos). Em seguida, a solução foi filtrada 

e foi adicionado mais solvente à torta (torta:solvente, 1:2 m/v). Após a maceração e 

filtragem, os extratos foram evaporados e liofilizadas. Os extratos liofilizados foram 
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adicionados às ponteiras de plástico para permitir a inserção dentro dos poços. A 

quantidade de extrato hidroalcoólico liofilizado utilizada foi a suficente para encher o poço 

completamente. 

 

    3.6 Isolamento da maitenina e netzalcoieno 

 

Os triterpenos maitenina e netzalcoieno foram isolados a partir de 

cascas das raízes de P. campestris como descrito por Corsino et al. (2000). A confirmação 

das substâncias isoladas se deu por comparação dos dados espectroscópicos (UV, MS, 

RMN de 1H e 13C e RMN 2D) com os valores da literatura (JELLER et al., 2004; 

NGASSAPA et al., 1994). 

O extrato hidroalcoólico da raiz de P. campestris, bem como os 

padrões maitenina e netzalcoieno, foram dissolvidos em metanol (2,5 mg mL-1 e 1,0 mg 

mL-1, respectivamente), filtrados através de uma membrana de 0,22 µm e analisadas por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de arranjo de diodos (CLAE-

DAD). A fase móvel foi 85:15 (v/v) de metanol: água (com 0,1% de ácido fórmico) em 

modo isocrático a uma taxa de fluxo de 1 mL min-1. O volume de injeção da amostra e 

padrões foi 20 µL e o tempo total de corrida foi 30 minutos. Os dados espectrais foram 

recolhidos ao longo de 30 minutos no intervalo de 200 a 800 nm e os cromatogramas 

foram analisados em 420 nm. Os compostos presentes na amostra foram identificados por 

comparação dos tempos de retenção (Rt) dos padrões. 

 

    3.7 Triagem para atividade antimicrobiana (STAMP: Screening test for antibiotics 

in medicinal plants) 

 

O método foi denominado de STAMP (Screening test for 

antibiotics in medicinal plants). Este método foi desenvolvido baseado na difusão em ágar 

(poços de 6 mm) em placas de Petri de 14 cm, contendo 60 mL de meio de cultura Mueller 

Hinton (pH 7,6). Os microrganismos utilizados foram Candida albicans ATCC 10231, 

Candida parapsilosis ATCC 22019 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. O ajuste do 

inóculo foi feito em solução salina 0,85% em espectofotômetro com um comprimento de 

onda de 550 nm (0,10 a 0,15 de absorbância) para bactérias e 530 nm (72 a 75% de 
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transmitância) para leveduras. Todos os testes foram baseados nas normas CLSI M2-A9 

(2006) e M44-A (2003), para as bactérias e leveduras, respectivamente. 

As drogas vegetais que exibiram atividade antibacteriana também 

foram ensaiadas frente à mesma linhagem em meio Mueller Hinton com pH 9,0. 

Os microrganismos foram inoculados nas placas utilizando swab 

estéril, que foi inserido na solução salina contendo o microrganismo já ajustado, e girado 

várias vezes. Em seguida, foi pressionado contra a parede do tubo para remover a solução 

em excesso. Os microrganismos foram então plaqueados em três posições diferentes, de 

modo que toda a extensão da placa fosse totalmente coberta. 

Após a inoculação dos microorganismos, os poços de 6 mm foram 

abertos (Figuras 2E e 2F). A seguir, a droga vegetal (autoclavada e não autoclavada), o 

extrato aquoso pastoso e o extrato hidroalcoólico liofilizado foram adicionados aos poços, 

como mostrado na Figura 2. 

As placas foram então mantidas em estufa a 37 ºC durante 24  

(bactérias) ou 48 horas (leveduras) antes da leitura. As leituras foram realizadas medindo o 

halo de inibição em milímetros, incluindo os poços. 

Os antibióticos padrões utilizados (controles positivos) foram 

fluconazol e ampicilina, ambos misturados com o amido de milho autoclavado (excipiente) 

na concentração de 1 mg g-1. Um total de 28 mg da mistura foi adicionado aos poços de 

controle positivo, de acordo com a sua densidade calculada. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. 
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Figura 2: Etapas do método STAMP: (A) Preparo da ponteira de plástico para armazenar 

as drogas vegetais e extratos aquosos (pastoso) e hidroalcoólicos liofilizados. (B) 
Introdução da amostra no interior da ponteira. (C) Fechamento da ponteira com papel 

alumínio. (D) Inoculação do microrganismo utilizando swab estéril. (E e F) Abertura de 
poços de 6 mm, utilizando ponteiras de plástico. (G e H) Introdução da amostra no poço. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

    3.8 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

O efeito da atividade antimicrobiana foi avaliado pelo método de 

microdiluição em meio Mueller Hinton líquido, para bactérias, ou RPMI, para leveduras, 

em placas contendo 96 poços, seguindo as normas CLSI M7-A6 (2003) - bactérias, ou 

CLSI M27-A2 (2002) – leveduras.  

A concentração do inóculo foi ajustada em espectrofotômetro 

utilizando, para bactérias, comprimento de onda de 550 nm, numa faixa de absorbância de 

0,10 a 0,15 e para leveduras, comprimento de onda de 530 nm, e a faixa de transmitância 

entre 72 a 75%. Em seguida, o inóculo padrão, da linhagem da bactéria utilizada, foi 
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diluído 50 vezes em meio de cultivo respectivo e para as leveduras foi realizada uma 

diluição de 50 vezes seguida de uma diluição de 20 vezes. Após, 100µL deste foi utilizado 

por poço para cada de microrganismo ensaiada.  

Controles de esterilidade do meio de cultura e das substâncias 

foram realizados conjuntamente. A CIM (Concentração Inibitória Mínima) correspondeu à 

menor concentração inibitória da substância onde não houve crescimento macroscópico 

das linhagens microbianas avaliadas comparadas com o crescimento do controle positivo.  

Para a montagem da placa 200µL da amostra foram colocados em 3 

poços da fileira 1, sendo que as três últimas colunas foram reservadas para o controle de 

meio, das substâncias e do microrganismo. Nas colunas 2 a 12 foram adicionados 100µL 

de meio de cultura com auxílio de pipetador automático. Em seguida, a partir da coluna 

um, iniciou-se a diluição seriada até a coluna 9.  

A concentração máxima utilizada de maitenina e netzalcoieno foi 

de 100 µg mL-1. Os microrganismos utilizados foram Candida albicans ATCC 10231, 

Candida parapsilosis ATCC 22019 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. Os controles positivos foram anfotericina B e 

sulfato de gentamicina. 

 

    3.9 Análise estatística 

 

Todos os resultados foram expressos em médias e desvios padrão. 

Nenhum teste de hipótese foi realizado. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As drogas vegetais eficazes contra S. aureus foram: P. angulata, R. 

leuconeura (5R2, 5R3 e 5R4), P. campestris e E. punicifolia. Estes efeitos também foram 

observados para os correspondentes extratos hidroalcoólicos, com exceção de P. angulata 

(Tabela 3). Nenhum dos extratos aquosos foi eficaz contra S. aureus, exceto o extrato de P. 

campestris. 

 



 

 

27

Tabela 3: Efeito antimicrobiano das drogas vegetais e respectivos extratos frente a 

Staphylococcus aureus. Os resultados são expressos como o diâmetro médio do halo (mm). 

Espécies Droga 
vegetal 

Droga vegetal 
autoclavada 

Extrato 
aquoso 

Extrato 
hidroalcoólico 

Ocimum gratissimum - - - - 
Ocimum basilicum - - - - 
Ocimum selloi - - - 16,0±1,0 
Cordia curassavica - - - - 
Alternanthera brasiliana - - - 14,0±0,0a 
Physalis angulata 13,7±0,6a - - - 
Tinospora cordifolia - - - - 
Baccharis dracunculifolia - - - 11,0±1,0a 
Baccharis trimera - - - - 
Lippia sidoides - - - 13,3±0,6 
Rapanea leuconeura (5R1) - - - 17.67±1.1 
Rapanea leuconeura (5R2) 12,7±0,6a 10,7±0,6a - 16,7±2,1 
Rapanea leuconeura (5R3) 9,0±0,0a 8,3±0,6a - 23,7±0,6 
Rapanea leuconeura (5R4) 8,7±0,6 9,3±0,6 - 17,3±0,6 
Rapanea leuconeura (SA10) - - - 24,7±0,6 
Cochlospermum regium - 9,3±0,6 - 15,0±1,0 
Eugenia punicifolia 9,0±1,0 - - 16,7±0,6 
Peritassa campestris 9,7±0,6 9,7±0,6 9,7±0,6 15,3±0,6 
Ampicilina 1 mg.g-1 22,7±2,1 - - - 
a efeito bacteriostático. 

 

Para C. albicans, as drogas vegetais ativas foram: C. Regium 

(Figura 3), L. sidoides, R. leuconeura (5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e SA10), P. campestris, e E. 

punicifolia. A atividade antifúngica foi igualmente observada para os correspondentes 

extratos aquosos e hidroalcoólicos, com exceção do extrato de L. sidoides (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

28

Tabela 4: Efeito antimicrobiano das drogas vegetais e respectivos extratos frente a Candida 

albicans. Os resultados são expressos como o diâmetro médio do halo (mm). 

Espécies Droga 
vegetal 

Droga vegetal 
autoclavada 

Extrato 
aquoso 

Extrato 
hidroalcoólico 

Ocimum gratissimum - - - - 
Ocimum basilicum - - - 25,5±0,7a 
Ocimum selloi - 9,3±0,6 13,7±0,6 - 
Cordia curassavica - - - - 
Alternanthera brasiliana - - - - 
Physalis angulata - - - - 
Tinospora cordifolia - - - - 
Baccharis dracunculifolia - - 18,3±2,1a - 
Baccharis trimera - - - 10,3±0,6 
Lippia sidoides 16,0±1,0a 20,0±0,0a 13,3±0,6a - 
Rapanea leuconeura (5R1) 11,0±2,0 13,0±1,0 16,7±0,6 28,7±0,6a 
Rapanea leuconeura (5R2) 15,3±0,6a 13,3±1,2a 20,3±0,6a 27,0±1,0 
Rapanea leuconeura (5R3) 22,7±0,6 15,3±0,6 22,3±0,6 15,0±1,0 
Rapanea leuconeura (5R4) 16,3±0,6 15,3±2,9 20,3±1,1 31,7±0,6 
Rapanea leuconeura (SA10) 18,7±0,6a 19,3±0,6a 16,7±0,6a 24,7±0,6 
Cochlospermum regium 23,7±0,6 22,7±0,6 23,7±0,6 20,3±0,6 
Eugenia punicifolia 22,7±1,1 23,0±1,0 20,3±0,6 32,0±1,0 
Peritassa campestris 17,3±0,6a 17,7±0,6a 16,3±0,6a 28,7±0,6 
Fluconazol 1 mg.g-1 27,7±2,5 - - - 
a efeito fungistático. 

 

Da mesma forma, para C. parapsilosis, diversas drogas vegetais 

também mostraram atividade: C. regium, O. selloi, R. leuconeura (5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e 

SA10), P. campestris e E . punicifolia. A atividade antifúngica foi igualmente observada 

para os correspondentes extratos aquosos e hidroalcoólicos (Tabela 5).  
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Tabela 5: Efeito antimicrobiano das drogas vegetais e respectivos extratos frente a Candida 

parapsilosis. Os resultados são expressos como o diâmetro médio do halo (mm). 

Espécies Droga 
vegetal 

Droga vegetal 
autoclavada 

Extrato 
aquoso 

Extrato 
hidroalcoólico 

Ocimum gratissimum - - 11,3±0,6a - 
Ocimum basilicum - - - - 
Ocimum selloi 19,7±0,6a 21,3±0,6a 15,7±0,6a - 
Cordia curassavica - - - - 
Alternanthera brasiliana - - - - 
Physalis angulata - - - - 
Tinospora cordifolia - - - - 
Baccharis dracunculifolia - - 17,3±0,6a  
Baccharis trimera - - - - 
Lippia sidoides - 16, ±0,6a 14,3±0,6a 15,7±0,6a 
Rapanea leuconeura (5R1) 15,7±0,6a 20,3±0,6a 20,0±0,6a 30,3±0,6 
Rapanea leuconeura (5R2) 18,7±0,6 16,0±0,0a 19,7±0,6a 29,3±0,6 
Rapanea leuconeura (5R3) 21,3±0,6 15,3±0,6 21,7±0,6 32,7±0,6 
Rapanea leuconeura (5R4) 16,7±0,6a 16, 3±0,6a 18,7±0,6 26,7±0,6 
Rapanea leuconeura (SA10) 21,0±0,0a 20,3±0,6a 17,7±0,6a 16,7±0,6 
Cochlospermum regium 24,0±1,0a 26, 7±0,6 23,5±0,7 34,7±0,6 
Eugenia punicifolia 22,7±0,6 21,3±0,6 23,3±0,6 31,0±0,0 
Peritassa campestris 21,3±0,6a 23,3±0,6a 19,3±0,6a 28,3±0,6 a 
Fluconazol 1 mg.g-1 33,2±1,3 -   
a efeito fungistático. 

 

O baixo desempenho do método para a atividade antibacteriana 

poderia ser explicado pela baixa solubilidade dos compostos em pH 7,6. Então, o 

experimento com S. aureus foi repetido utilizando meio Mueller Hinton, com pH ajustado 

para 9,0. O pH alcalino aumentou a atividade da droga vegetal de E. punicifolia e permitiu 

verificar o efeito antibacteriano da droga vegetal de R. leuconeura (SA10) (Tabela 6). As 

espécies com atividade antimicrobiana identificadas para cada um dos microrganismos 

encontram-se resumidas na Tabela 7 e na Figura 4. 
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Tabela 6: Atividade das drogas vegetais frente a Staphylococcus aureus em meio de 

cultura Mueller Hinton com pH ajustado para 9,0. Os resultados são expressos como o 

diâmetro médio do halo (mm). 

Espécies  Atividade antimicrobiana frente a S. aureus 
Ocimum selloi - 
Alternanthera brasiliana - 
Baccharis dracunculifolia - 
Lippia sidoides - 
Rapanea leuconeura (SA10) 10,0±0,0a 
Cochlospermum regium - 
Eugenia punicifolia 12,0±1,0a 
Ampicilina 1 mg.g-1 11,2±1,9 
a efeito bacteriostático. 

 

 

 
Figura 3: Atividade antifúngica de diferentes preparações de Cochlospermum regium 

contra Candida albicans em meio de cultura Mueller Hinton com pH 7,6.  
(A) Droga vegetal; (B) Extrato aquoso; (C) Extrato hidroalcoólico. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Tabela 7: Espécies identificadas como tendo atividade antimicrobiana de acordo com a 

droga vegetal e extrato hidroalcoólico utilizado. 

 
 
Espécie  

Staphylococcus 
aureus 

Candida 
albicans 

Candida 
parapsilosis 

DV EH DV EH DV EH 
Ocimum gratissimum    + +  
Ocimum selloi  + +  +  
Alternanthera brasiliana  +     
Physalis angulata +      
Baccharis dracunculifolia  + + + +  
Lippia sidoides  + + + + + 
Rapanea leuconeura (5R1)  + + + + + 
Rapanea leuconeura (5R2) + + + + + + 
Rapanea leuconeura (5R3) + + + + + + 
Rapanea leuconeura (5R4) + + + + + + 
Rapanea leuconeura (SA10) +*  + + + + + 
Cochlospermum regium + + + + + + 
Peritassa campestris + + + + + + 
Eugenia punicifolia +**  + + + + + 
DV) Droga vegetal; EH) Extrato hidroalcoólico; (+) mostrou atividade antimicrobiana; (*) atividade 
antimicrobiana observada em meio de cultivo com pH 9,0; (**) atividade antimicrobiana potencializada em 
meio de cultivo com pH 9,0. 
 
 

 
Figura 4: Proporção de espécies de plantas com atividade antimicrobiana, entre todas as 

espécies avaliadas, de acordo com diferentes microrganismos e origem da amostra. 
 

O cromatograma do extrato hidroalcoólico da raiz de P. campestris, 

obtido por CLAE-DAD mostrou dois picos principais (Figura 5) em tempos de retenção 

(Rt) de 8,7 e 10,1 minutos, os quais foram identificados como sendo maitenina e 

netzalcoieno, respectivamente, o que foi equivalente com o Rt dos padrões 

correspondentes. Estas substâncias mostraram atividade antimicrobiana principalmente 
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contra S. aureus (CIM de 0,78 µg mL-1), seguido de C. parapsilosis e C. albicans e (Tabela 

8). 

 
Figura 5: Cromatograma do extrato hidroalcoólico de raiz de Peritassa campestris obtido 

por CLAE-DAD. Identificação dos picos: maitenina (1) e netzalcoieno (2).  
 

Tabela 8: Atividade antimicrobiana obtida através da concentração inibitória mínima 

(CIM, µg mL-1) dos triterpenos quinonametídeos isolados de raízes de Peritassa 

campestris frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans e Candida parapsilosis. 

Microrganismo  Maitenina Netzalcoieno Gentamicina Anfotericina B 
S. aureus  0,78 0,78 4,00 * 
C. albicans 50,00 50,00 * 2,00 
C. parapsilosis 25,00 25,00 * 2,00 
* não avaliado 

 

Este é o primeiro relato sobre a utilização de drogas vegetais em 

ensaios de screening para atividade antimicrobiana. Com este trabalho conclui-se que o 

método STAMP foi mais adequado para o screening de plantas com propriedades 

antifúngicas, uma vez que, tem maior sensibilidade e especificidade quando comparados 

com a utilização dos respectivos extratos hidroalcoólicos. Além disso, o método também 

pode ser uma alternativa para a triagem de plantas com atividade antibacteriana, quando o 

pH é ajustado para 9,0. 

Curiosamente, o pH alcalino reduziu totalmente a atividade da 

ampicilina contra S. aureus. O pH intracelular de microrganismos não varia 
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significativamente em resposta a variações do pH extracelular. No entanto, o pH 

extracelular pode alterar o transporte de certos compostos através da membrana celular 

(CARELS e SHEPHERD, 1978). Portanto, é evidente que qualquer alteração no pH pode 

alterar a passagem de metabólitos secundários solúveis em água através da membrana 

celular, tais como os flavonóides, antocianinas e alcaloides. De acordo com outros autores, 

qualquer aumento de pH pode potencializar as interações entre compostos polifenóis e as 

superfícies da membrana por meio da desprotonação dos grupos hidroxila (SCALBERT e 

WILLIAMSON, 2000). 

A atividade antimicrobiana dos compostos isolados de P. 

campestris confirmou os resultados obtidos pelo método STAMP. A espécie P. campestris 

foi escolhida para a realização do CIM, pois contém triterpenos quinonametídicos, como a 

maitenina e o netzalcoieno, que são marcadores quimiotaxonômicos da família 

Celastraceae e exibem uma gama de atividades biológicas (ORAMAS-ROYO et al., 2010; 

AKASE et al., 2011). Os resultados obtidos com a droga vegetal de P. campestris 

utilizando o método STAMP e os resultados obtidos com a maitenina e netzalcoieno 

utilizando o método CIM foram semelhantes. Ambos apresentaram maior atividade 

antimicrobiana contra S. aureus, seguido por C. parapsilosis e C. albicans. Estes 

resultados foram semelhantes aos obtidos por Elhag et al. (1999), com as mesmas 

substâncias os quais obtiveram um CIM baixo frente a S. aureus (0,6 µg mL-1). Com 

relação as leveduras, um estudo realizado por Gullo et al. (2012) apresentou resultados 

semelhantes aos obtidos no presente trabalho, com um CIM inferior da maitenina frente a 

C. parapsilosis e superior para C. albicans (15,62 e 62,50 µg mL-1, respectivamente). 

Todos estes resultados corroboram com o trabalho realizado por Moujir et al. (1991), 

mostrando que triterpenos exibem atividade antimicrobiana para as bactérias Gram-

positivas e leveduras. 

Os resultados obtidos pelo método STAMP são promissores, pois, 

segundo Raskin e Ripoll (2004) a tecnologia necessária para o êxito da descoberta e 

produção de medicamentos a base de plantas ainda não está suficientemente bem definida, 

e deve haver uma atenção maior referente a este aspecto. O método atual para a descoberta 

de medicamentos, o chamado high throughput screening (HTS), não é facilmente 

adaptável às misturas complexas (extratos) produzidas a partir de fontes naturais. Isto se dá 

principalmente devido ao elevado custo, por exemplo, a complexidade de reabastecimento 

da matéria-prima, a dificuldade de isolamento e caracterização dos agentes ativos, a falta 
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de reprodutibilidade e a interferência que ocorre pelas misturas complexas (SCHMIDT et 

al., 2008). Além disso, o isolamento e purificação dos princípios ativos a partir de uma 

matriz extremamente complexa, é uma das barreiras na descoberta de um produto natural, 

e esta abordagem, relativamente simplista e redutora, pode levar a resultados inconclusivos 

em ensaios clínicos (WILLIAMSON, 2001; RASKIN e RIPOLL, 2004). 

Mais recentemente, a indústria farmacêutica tem evitado três 

situações relativas ao uso de compostos de plantas medicinais na formulação de 

bioprodutos: (a) o isolamento de substâncias puras a partir de misturas complexas, o que é 

caro e requer trabalho de longo prazo, (b) a produção de extratos, que apresentam baixa 

solubilidade e (c) o uso de espécies com oferta reduzida (LI e VEDERAS, 2009). 

Muitas moléculas naturais, quando isoladas, não são solúveis em 

água e, consequentemente, têm fraca biodisponibilidade, ou seja, baixa difusão das 

moléculas no meio. Mas, se esta estiver no fitocomplexo, a interação entre todos os 

compostos presentes no interior da planta pode aumentar a solubilidade em água e a 

biodisponibilidade. Em nosso experimento, o efeito antimicrobiano observado só pode ser 

atribuído a compostos solúveis em água, uma vez que não foi utilizada qualquer técnica de 

extração e o meio de cultivo é aquoso. Portanto, usando este novo método de triagem, é 

aumentada a possibilidade de que os principais compostos responsáveis pela propriedade 

farmacológica potencialmente tenham uma boa biodisponibilidade. 

Dada a urgência da descoberta de novos antibióticos, é altamente 

desejável analisar tantas espécies quanto forem possível, mas isso pode levar um tempo 

muito longo. Além disso, vários fatores bióticos e abióticos inerentes à planta podem 

aumentar o tempo necessário para a seleção de extratos ativos. Finalmente, diferentes 

extratos de plantas extraídos com diversos solventes necessitam ser obtidos e avaliados. A 

preparação de extratos de plantas medicinais consome tempo, recursos humanos e 

financeiros. Com isso, acredita-se que o novo método desenvolvido pode efetivamente 

contribuir para a área, pois requer menos tempo e menor custo já que nenhum método de 

extração é necessário, aumentado a possibilidade de descoberta de novos fármacos com 

atividade antimicrobiana. 

 

 5. CONCLUSÃO 
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Com este trabalho, conclui-se que o método STAMP, o qual utiliza 

drogas vegetais ao invés de extratos de plantas, é de baixo custo, sensível, reprodutível, 

tecnicamente fácil de ser executado e rápido. O método proposto revelou algumas espécies 

com potencial antimicrobiano para investigações fitoquímicas futuras. Este método 

também é adequado para a triagem de diferentes genótipos de uma única espécie e 

diferentes órgãos de uma mesma planta. 
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Capítulo II: INFLUÊNCIAS DA SAZONALIDADE, ESTÁDIO F ENOLÓGICO, 

LOCALIZAÇÃO GEOGRÁFICA, SUBSTRATO DE CULTIVO E IDAD E DE 

PLANTAS DE Cochlospermum regium NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE 

RAÍZES E INTERAÇÃO DOS CONSTITUINTES DO SOLO COM A ATIVIDADE 

OBTIDA  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., Bixaceae, é uma espécie 

medicinal que ocorre no Cerrado, a savana brasileira, cujas raízes são utilizadas na 

medicina popular para tratamento de infecções do sistema reprodutivo feminino (NUNES 

et al., 2003; SOUZA e FELFILI, 2006; MOREIRA e GUARIM-NETO, 2009). É uma 

espécie amplamente pesquisada, devido ao grande potencial como medicinal e também por 

habitar o Cerrado, bioma considerado hotspots, com uma área que ocupa 21% do território 

brasileiro e com 4400 espécies de plantas endêmicas (ZACHOS e HABEL, 2011). 

Algumas substâncias já foram isoladas e identificadas em raízes 

desta espécie, tais como dihidrokanferol-3-O-β-glucopiranosida (LIMA et al., 1996; 

SÓLON et al. 2012), β-selineno, encontrado no óleo essencial do sistema radicular 

(HONDA et al., 1997), ácido elágico, ácido gálico, dihidrokanferol, dihidrokanferol-3-O-

β-(6"-galloyl)-glucopianosida, pinoresinol, excelsina, os triacilbenzenos cochlospermina A 

e B (SÓLON et al., 2012). Entretanto, apesar de vários compostos terem sido isolados, 

ainda não foi determinado qual ou quais compostos que apresentam atividade 

antimicrobiana, preconizada em levantamentos etnofarmacológicos. Além disso, trabalhos 
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científicos divergem quando se trata da eficiência antimicrobiana desta espécie in vitro, no 

qual, alguns demonstraram que há atividade in vitro, enquanto outros não encontraram o 

efeito antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 1996; SÓLON et al., 2012). Essa divergência 

pode estar relacionada à influência de fatores ambientais e fenológicos presentes no 

momento da coleta para a sua utilização. 

Os fatores ambientais e fenológicos, tais como, clima local, 

estações do ano, estádio fenológico, carga genética, temperatura, altitude, condições de 

cultivo, umidade, dentre inúmeros outros, podem afetar substancialmente a qualidade e/ou 

quantidade de compostos bioativos (SZAKIEL et al., 2011; PAVARINI et al., 2012; 

GOUVEA et al., 2012). Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar as influências da 

sazonalidade, estádio fenológico, localização geográfica, substrato de cultivo e idade de 

plantas de C. regium na atividade antimicrobiana de raízes.  

 

2. OBJETIVOS 

 

    2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito de fatores ambientais e fenológicos na atividade 

farmacológica de raízes de Cochlospermum regium. 

 

    2.2 Objetivos específicos 

 

1) Coletar raízes de C. regium em dois estádios fenológicos (vegetativo e reprodutivo) e 

em diferentes períodos sazonais, verificando a influência destes fatores na atividade 

antimicrobiana; 

2) Avaliar o efeito da localização geográfica dos indivíduos de C. regium na atividade 

antimicrobiana da raiz; 

3) Avaliar o efeito da idade da planta e do substrato de cultivo na atividade antimicrobiana; 

4) Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana da casca, entrecasca, cerne e raiz inteira 

de C. regium; 

5) Analisar a interação dos constituintes do solo com a atividade antimicrobiana das raízes 

de C. regium. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

   

    3.1 Condições gerais 

 

Para a realização dos ensaios antimicrobianos foram utilizadas as 

raízes de 58 indivíduos de Cochlospermum regium coletadas em 5 populações em 

fragmentos de Cerrado nos estados de São Paulo, nos municípios de Altinópolis – Latitude: 

21º03’26,8”; Longitude: 47º29’27,4”; Altitude: 607 m (24 indivíduos) e Rifaina – Latitude: 

20º04’49,8”; Longitude: 47º25’48,8”; Altitude: 612 m (12 indivíduos); no estado de Minas 

Gerais, no município de Sacramento – Latitude: 19º58’53,6”; Longitude: 47º24’20,7”; 

Altitude: 645 m (12 indivíduos); no estado de Goiás, no município de Campo Alegre de 

Goiás – Latitude: 17º49’14,7”; Longitude: 47º46’13,4”; Altitude: 953 m (6 indivíduos) e 

no estado do Mato Grosso do Sul, no município de Terenos – Latitude: 20º25’31,2”; 

Longitude: 55º02’44,6”; Altitude: 170 m (4 indivíduos). As coletas em locais de ocorrência 

natural foram realizadas com a autorização do Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 

(CGEN – Processo nº 02001.05103/2011-42). Amostras de solo foram coletadas para cada 

indivíduo e submetidas a análise química no Laboratório de Química Agrícola da 

Universidade de Ribeirão Preto, sob a responsabilidade do Engº Químico Danilo Morais 

Baratto. 

No laboratório, as raízes foram limpas e parte destas separadas em 

casca, entrecasca e cerne. Após esse procedimento, foram submetidas à secagem em estufa 

de ar circulante a 45 ºC por 48 horas, seguido de pulverização em moinho de facas e 

peneiradas (48 mesh). Raízes sem prévia separação também foram utilizadas. O efeito do 

substrato e idade das raízes na atividade antimicrobiana foi avaliado utilizando-se somente 

raízes inteiras. Também foram avaliadas amostras das drogas vegetais autoclavadas. 

A comparação da atividade antimicrobiana da casca, entrecasca, 

cerne e raiz inteira de C. regium foi realizada em cada experimento. 

O método utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana foi o 

STAMP (INÁCIO et al., 2013) e o microrganismo Candida albicans ATCC 10231. O 

delineamento estatístico foi inteiramente casualizado com 5 populações e 6 indivíduos por 

população. As análises estatísticas foram realizadas utilizando teste de médias Tukey a 

0,5% de probabilidade com o auxílio do programa SISVAR (FERREIRA, 2005). 
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    3.2 Efeito do estádio fenológico na atividade antimicrobiana de raízes de C. regium 

 

O estádio fenológico foi avaliado em raízes de indivíduos coletados 

nos municípios de Altinópolis (São Paulo), Rifaina (São Paulo) e Sacramento (Minas 

Gerais) em fase vegetativa/pré-floração e plena floração, no período da manhã. Deve-se 

ressaltar para o estádio vegetativo que, apesar de o intuito inicial ser a coleta de raízes de 

plantas que estavam nesse estádio, alguns indivíduos estavam em fase de pré-floração. Para 

cada estádio fenológico e população foram avaliados 6 indivíduos. 

 

    3.3 Efeito da sazonalidade na atividade antimicrobiana de raízes de C. regium 

O efeito da sazonalidade foi avaliado em raízes de indivíduos 

coletados sempre ao final do verão, primavera, outono e inverno pelo período da manhã no 

município de Altinópolis (São Paulo). Foram coletados 6 indivíduos para cada estação do 

ano.  

 

    3.4 Efeito da localização geográfica dos indivíduos de C. regium na atividade 

antimicrobiana 

 

Para a avaliação do efeito antimicrobiano da espécie em relação à 

sua localização geográfica, todos os indivíduos foram coletados no estádio vegetativo nos 

municípios de Altinópolis (São Paulo), Rifaina (São Paulo), Sacramento (Minas Gerais), 

Campo Alegre de Goiás (Goiás) e Terenos (Mato Grosso do Sul). Nestas avaliações foram 

utilizados 4 indivíduos por população.  

 

    3.5 Efeito da idade e substrato de cultivo de plantas de C. regium na atividade 

antimicrobiana 

 

Para avaliar a idade da planta e o substrato de cultivo no efeito 

antimicrobiano das raízes de C. regium, plantas desta espécie foram cultivadas em casa de 

vegetação em solo de Cerrado:esterco bovino (1:1) ou areia (representando os extremos), a 

partir de sementes coletadas nos municípios citados no item 3.1. As sementes foram 

agrupadas e formaram um único lote, o qual foi utilizado no cultivo. A irrigação foi feita 

manualmente duas vezes ao dia. As análises foram realizadas em plantas com 2, 4, 6, 9 e 
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12 meses. Para a realização dos experimentos, raízes de plantas colhidas em cada período 

foram reunidas formando um único lote, de 10 raízes, e os testes antimicrobianos foram 

realizados em triplicata. 

 

    3.6 Interação dos constituintes do solo x atividade biológica de raízes de C. regium 

 

A influência dos constituintes do solo sobre a atividade 

antimicrobiana das raízes de C. regium foram avaliadas através de correlação simples. Foi 

realizado também uma análise sobre os componentes principais utilizando-se o programa 

Genes VS 2009.7.0 (CRUZ, 2006). Os resultados da atividade antimicrobiana utilizados 

para esta análise foram os obtidos no experimento que avaliou a influência da localização 

geográfica. A análise de componentes principais foi realizada com 17 variáveis (atividade 

biológica, matéria orgânica -MO, pH, fósforo - P, potássio - K, cálcio - Ca, magnésio - Mg, 

enxofre - S-SO4, soma de bases - S.B, acidez potencial – H + Al, capacidade de troca 

catiônica – C.T.C., saturação de bases - V, boro - B, cobre - Cu, ferro - Fe, manganês – Mn 

e zinco - Zn). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O microrganismo alvo escolhido para este estudo partiu de 

trabalhos etnofarmacológicos que afirmam que a espécie C. regium apresenta efeito 

antinfeccioso no aparelho reprodutivo feminino (NUNES et al., 2003; SOUZA e FELFILI, 

2006; TRESVENZOL et al., 2006; MOREIRA e GUARIM-NETO, 2009). Diversos são os 

microrganismos responsáveis por estas infecções, dentre eles Neisseria gonorrheae e 

Treponema pallidum, caudadores da gonorréia e sífilis, respectivamente. Mas, a levedura 

Candida albicans está presente na maioria das infecções vaginais ocorrentes em mulheres 

de todo o mundo (ASTICCIOLI et al., 2009; JI et al., 2009; ONO e YASUMOTO, 2009; 

BABIĆ e HUKIĆ, 2010; WEI et al., 2010; RAD et al., 2011; SANTI e RIZZI, 2011). 

 

    4.1 Efeito do estádio fenológico na atividade antimicrobiana de raízes de C. regium    

 

A atividade antimicrobiana não apresentou um padrão de resposta 

quanto ao estádio fenológico. As raízes dos indivíduos de Altinópolis coletadas na fase 
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vegetativa-botão floral apresentaram maior atividade antimicrobiana do que as coletados 

na fase de florescimento (Tabela 9). Em relação aos indivíduos coletados em Rifaina, não 

houve diferença significativa na atividade antimicrobiana obtida entre as raízes coletadas 

nos dois diferentes estádios (Tabela 10). Quanto às raízes coletadas em Sacramento, a 

resposta foi oposta à obtida com as plantas de Altinópolis, ou seja, as raízes coletadas na 

fase de florescimento apresentaram maior atividade antimicrobiana do que as coletadas na 

fase vegetativa (Tabela 11). 

A variação de metabólitos bioativos em plantas, nas diferentes 

fases fenológicas é amplamente conhecida (ÇIRAK et al., 2007; SARTORELLI et al., 

2007; EBRAHIMI et al., 2008). Em raízes de C. regium, sejam as partes separadas ou a 

raiz inteira (Figura 6A e 6B), a fase fenológica não apresentou um padrão de resposta para 

os indivíduos analisados. Portanto, este fator pode interferir mas, não deve ser considerado 

como o principal responsável pelas variações obtidas no ensaio biológico. 

Além disso, não foram verificadas diferenças entre as atividades 

biológicas das amostras autoclavadas e não autoclavadas e quando houve esta diferença, a 

amostra não autoclavada teve maior halo de inibição. Sabe-se que a alta temperatura e 

pressão podem afetar a estabilidade das substâncias. Muitas vezes, alterações ínfemas 

nessas condições podem causar a degradação de moléculas (GUIMARÃES et al., 2008; 

PIMENTEL et al., 2008). Em trabalho realizado por Mori et al. (2007), por exemplo, os 

autores mostraram que antocianinas presentes em Vitis vinifera (uva), podem ter sua 

concentração reduzida com um aumento da temperatura em 10 ºC somente (de 25 para 35 

ºC). Para Vaccinium myrtillus (mirtilo), a alta temperatura e pressão, também reduziram o 

teor de antocianinas nos frutos (BUCKOW et al., 2010). Assim, recomenda-se que as 

amostras não sejam autoclavadas, no entanto, todo material utilizado, para a realização do 

teste STAMP deve ser previamente esterilizado com álcool 70%.  
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Figura 6: Raiz de Cochlospermum regium coletada em habitat natural (A) e partes da raiz: 

casca, entrecasca e cerne (B). 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 



 

 

43

 

 

Tabela 9: Efeito do estádio fenológico na atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium coletadas no município de Altinópolis 

(SP) frente a Candida albicans.  

 Altinópolis – São Paulo 
Estádio fenológico Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 

n.a  auto n.a auto n.a auto n.a auto 
Veg/Pré-floração  4,28aA 9,94aA 26,06aA 26,50aA 22,72aA 22,22aA 24,06aA 23,34aA 
Florescimento  0,00aA 0,00aA 18,66bA 18,44bA 19,22aA 15,22bA 19,00bA 16,28bB 
*n.a: não autoclavada; auto: autoclavada. Letras minúsculas comparam os resultados na coluna (entre estádio fenológico) e letras maiúsculas comparam os resultados na 
linha (a mesma amostra não autoclavada e autoclavada). Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem estatisticamente pelo 
teste Tukey a 0,5% de probabilidade. 
 
 
 
 
 
Tabela 10: Efeito do estádio fenológico na atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium coletadas no município de Rifaina 

(SP) frente a Candida albicans.  

 Rifaina – São Paulo 
Estádio fenológico Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto 
Veg/Pré-floração  0,00bA 0,00aA 19,28aA 17,25aB 18,39aA 12,16aB 19,00aA 13,56aB 
Florescimento  10,61aA 7,67aA 19,33aA 19,72aA 14,44aA 17,17aA 16,83aA 16,83aA 
*n.a: não autoclavada; auto: autoclavada. Letras minúsculas comparam os resultados na coluna (entre estádio fenológico) e letras maiúsculas comparam os resultados na 
linha (a mesma amostra não autoclavada e autoclavada). Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem estatisticamente pelo 
teste Tukey a 0,5% de probabilidade. 
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Tabela 11: Efeito do estádio fenológico na atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium coletadas no município de 

Sacramento (MG) frente a Candida albicans.  

 Sacramento – Minas Gerais 
Estádio fenológico Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto 
Veg/Pré-floração  7,00bA 6,17bA 17,50bA 16,83bA 14,89bA 13,00bA 16,89bA 14,55bA 
Florescimento  24,00aA 23,72aA 27,56aA 27,72aA 20,55aA 20,83aA 23,89aA 22,94aA 
*n.a: não autoclavada; auto: autoclavada. Letras minúsculas comparam os resultados na coluna (entre estádio fenológico) e letras maiúsculas comparam os resultados na 
linha (a mesma amostra não autoclavada e autoclavada). Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem estatisticamente pelo 
teste Tukey a 0,5% de probabilidade. 
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    4.2 Efeito da sazonalidade na atividade antimicrobiana de raízes de C. regium 

           

As diferentes estações do ano interferiram na resposta 

antimicrobiana de raízes de C. regium, sendo o outono e inverno as estações do ano que 

mais favoreceram a atividade antimicrobiana em todas as estruturas da raiz, com exceção 

da casca. Durante o inverno a casca da raiz apresentou maior atividade antimicrobiana 

(Tabela 12), quando comparada com a atividade biológica obtida deste mesmo material 

coletado nas outras estações. 

Na savana brasileira as estações do ano são basicamente 

caracterizadas por estações secos (outono e inverno) e chuvosos (primavera e verão), e as 

temperaturas não variam muito. Além disso, a partir do outono, as folhas de C. regium 

iniciaram o processo de senescência e no inverno quase 100% das plantas estavam 

caducas. Sendo assim, é possível inferir que como na estação do outono/inverno a planta 

está sob maior nível de estresse, pela baixa umidade e ausência de folhas, as substâncias 

antimicrobianas devem se translocar para a casca da raiz com a finalidade de maior 

proteção da mesma. Não obstante, o aumento da atividade antimicrobiana obtido pelas 

demais partes da raiz no outono e inverno (estações secas), demonstra que houve acúmulo 

de metabólitos secundários nestas estações mais secas. Em um trabalho de revisão, Selmar 

e Kleinwächter (2013) mostram que vários metabólitos secundários estão em maior teor 

quando as plantas estão sob estresse hídrico. Isso porque, como os estômatos são fechados, 

em resposta a esse estresse, não há absorção de CO2 e muito do NADPH+H+, que seriam 

utilizados no ciclo de Calvin, ficam em excesso. Logo, como uma maneira de dissipar essa 

energia, os NADPH+H+ são utilizados para a síntese de compostos altamente reduzidos 

como os isoprenóides, fenóis simples e complexos ou alcaloides. 

Quanto à espécie C. regium, no período de seca, a planta está sem 

as folhas, ou seja, a absorção de CO2 é praticamente nula. Possivelmente, isso explica o 

aumento na concentração dos ativos na raiz. Além disso, apesar de a substância ativa das 

raízes desta espécie não ter sido identificada, sabe-se que esta espécie, bem como outras do 

gênero, são ricas em flavonóides, ou seja, compostos fenólicos complexos (SÓLON et al., 

2009; SÓLON et al., 2012) que por sua vez, pode ter a função de proteção da planta 

durante a seca (RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011).  

Neste trabalho foi verificado que em todas as estações do ano, a 

raiz inteira, pode ser considerada a mais adequada quanto à atividade antimicrobiana, 
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quando comparada às diferentes partes isoladas, assim, não se justifica o trabalho de 

separá-las. 

Da mesma maneira que para os resultados obtidos no estádio 

fenológico, não houve diferença para a atividade antimicrobiana entre a maioria das 

amostras autoclavadas e não autoclavadas e quando houve, amostras não autoclavadas 

foram mais eficientes. A autoclavagem do material vegetal pode, possivelmente, propiciar 

a degradação de substâncias ativas, ou então, o auxílio na extração destas substâncias, uma 

vez que, a alta pressão da autoclave pode romper as membranas das organelas da célula e 

facilitar a saída das mesmas. Desta maneira, a resposta entre uma mesma amostra 

autoclavada ou não poderá variar muito. Isto porque, irá depender da estrutura e da 

concentração dos ativos no momento da coleta de raízes. 
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Tabela 12: Efeito da sazonalidade na atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium coletadas no município de Altinópolis 

(SP) frente a Candida albicans. 

Estação do ano Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 
n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto 

Primavera  0,00bA 0,00bA 18,66bA 18,44bcA 19,22abA 15,20abA 19,00bcA 16,28bB 
Verão 1,83abA 2,17abA 16,00bA 15,72cA 15,05bA 13,72bA 16,33cA 13,72bA 
Outono  4,28abA 9,94abA 26,06aA 26,50aA 22,72aA 22,22aA 24,06aA 23,34aA 
Inverno  14,32aA 14,61aA 24,50aA 21,67bA 19,11abA 20,72aA 21,95abA 22,05aA 
*n.a: não autoclavada; auto: autoclavada. Letras minúsculas comparam os resultados na coluna (entre as estações do ano) e letras maiúsculas comparam os resultados na 
linha (a mesma amostra não autoclavada e autoclavada). Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem estatisticamente pelo 
teste Tukey a 0,5% de probabilidade. 
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    4.3 Efeito da localização geográfica dos indivíduos de C. regium na atividade 

antimicrobiana 

 

Todas as populações localizadas em diferentes posições 

geográficas apresentaram atividade antimicrobiana, não havendo diferença estatística na 

atividade biológica obtida dos indivíduos entre as populações (Tabela 13). Com isso, pode-

se inferir que os compostos ativos da espécie C. regium são constitutivos e os efeitos 

ambientais considerados neste trabalho, aos quais estas populações estão submetidas, não 

interferiram na atividade antimicrobiana.  

Com os dados metereológicos das épocas de coleta das plantas, 

obtidos do Instituto Nacional de Metereologia (INMET), foi possível verificar que houve 

uma certa variação de temperatura e umidade relativa, com maior diferença na temperatura 

média mensal em Tereno e umidade relativa em Campo Alegre do Goiás (Tabela 14). 

Contudo, todas as raízes coletadas nesses locais apresentaram atividade antimicrobiana, 

reforçando, desta maneira, que as substâncias ativas são constitutivas. 

É importante ressaltar que em termos de porcentagem de massa 

seca das diferentes partes da raiz, o cerne representa 57,11% (±7,23), a entrecasca 26,82% 

(±4,64) e a casca 16,07% (±6,87) e que, em função dos dados obtitos no presente trabalho, 

recomenda-se que a raiz inteira seja utilizada na preparação do fitoterápico de C. regium.  
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Tabela 13: Efeito da localização geográfica na atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium coletadas nos municípios de 

Rifaina (SP), Altinópolis (SP), Sacramento (MG), Campo Alegre do Goiás (GO) e Tereno (MS) frente a Candida albicans. 

Localização (populações) Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 
n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto 

Rifaina  0,00aA 0,00aA 19,50aA 17,08aA 18,42aA 12,92aB 18,83aA 13,91aB 
Altinópolis  6,42aA 10,50aA 26,25aA 26,83aA 22,83aA 22,42aA 24,58aA 23,67aA 
Sacramento  10,50aA 9,25aA 18,08aA 17,25aA 14,33aA 10,08aA 16,33aA 14,66aA 
Campo Alegre do Goiás 10,71aA 12,25aA 18,42aA 16,83aA 15,08aA 15,42aA 17,75aA 16,08aA 
Tereno 17,25aA 16,92aA 19,08aA 20,08aA 11,58aA 11,92aA 18,08aA 18,84aA 
*n.a: não autoclavada; auto: autoclavada. Letras minúsculas comparam os resultados na coluna (entre as populações) e letras maiúsculas comparam os resultados na linha 
(a mesma amostra não autoclavada e autoclavada). Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem estatisticamente pelo teste 
Tukey a 0,5% de probabilidade. 
 
 
 
 
Tabela 14: Dados metereológicos referentes aos meses e locais de coleta de plantas de Cochlospermum regium obtidos das estações 

automáticas do Instituto Nacional de Metereologia – INMET (http://www.inmet.gov.br). Médias mensais de temperatura (º C), umidade 

relativa (UR%) e precipitação (mm). 

População Coleta Temperatura UR% Precipitação Estação Metereológica 
Rifaina  Junho/2011 17,87 65,63 0,93 A525 - Sacramento 
Sacramento Junho/2011 17,87 65,63 0,93 A525 - Sacramento 
Altinópolis  Junho/2011 17,60 65,73 1,20 A708 - Franca 
Campo Alegre do Goiás Maio/2011 20,93 74,77 0,00 A033 – Pires do Rio 
Tereno Novembro/2010 24,27 61,30 3,30 A702 – Campo Grande 
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A tabela 15 mostra os resultados das atividades antimicrobiana de todos os indivíduos coletados em todas as condições 

do estudo. O objetivo é mostrar a sensibilidade do teste desenvolvido (STAMP) e a atividade fungistática obtida em várias partes das raízes de 

inúmeros indivíduos. 

 

Tabela 15: Atividade antimicrobiana da droga vegetal de raízes de Cochlospermum regium coletadas em diferentes localizações geográficas 

mostrando a atividade fungistática de alguns indivíduos e partes de raízes. 

 Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira 
Amostra n.a Auto n.a Auto n.a Auto n.a Auto 
Sacramento 1 24,67±2,08 21,67±0,58 34,67±0,58 33,67±2,08 24,33±0,58 23,67±0,58 24,67±0,58 19,67±1,53 
Sacramento 2 31,67±1,15 32,00±2,65 26,67±1,15 27,00±1,00 22,33±1,53 21,00±1,00 22,33±0,58 22,33±1,53 
Sacramento 3 16,67±1,53 19,00±2,00 29,00±1,00 28,67±0,58 23,00±1,00 24,67±0,58 24,67±0,58 25,33±0,58 
Sacramento 4 24,00±1,00 24,00±1,00 25,67±0,58 25,67±0,58 17,33±0,58 17,67±0,58 24,00±1,73 23,67±0,58 
Sacramento 5 20,33±1,53 20,67±0,58 25,33±0,58 24,33±0,58 13,33±2,52 16,00±1,00 22,67±0,58 22,33±1,15 
Sacramento 6 26,67±0,58 25,00±1,00 28,00±1,00 27,00±1,00 24,33±0,58 23,33±0,58 25,00±1,00 24,33±0,58 
Fluconazol 24,43±2,74 - - - - - - - 
         
Rifaina 1 16,33±1,53* 14,67±1,53 26,33±0,58 25,00±1,00 24,33±0,58 24,67±0,58 25,33±1,53 22,33±0,58 
Rifaina 2 14,67±0,58 13,33±1,53* 24,00±1,00 23,33±1,53 21,00±0,00 20,33±0,58 20,00±1,00 21,33±1,15 
Rifaina 3 13,67±2,89 15,67±0,58 22,67±2,08 20,67±0,58 12,33±0,58* 12,67±0,58 15,00±0,00 15,67±1,53 
Rifaina 4 18,33±1,53 15,67±1,15 22,33±1,53 26,67±0,58 24,00±1,00 25,67±0,58 21,00±1,00 23,33±0,58 
Rifaina 5 17,00±1,00 11,67±1,53* 20,67±0,58 22,67±0,58 17,33±0,58 19,67±0,58 19,67±0,58 18,33±0,58 
Rifaina 6 18,33±1,15* 12,00±0,00* 17,67±1,15* 19,33±1,15* 13,33±0,58* 10,67±0,58* 13,00±2,00* 13,00±1,00* 
Fluconazol 24,43±2,74 - - - - - - - 
         
Altinópolis 1 0,00±0,00 0,00±0,00 16,33±1,15 15,67±1,15 13,67±1,53 10,50±0,71 20,67±1,15 17,00±1,41 
Altinópolis 2 0,00±0,00 0,00±0,00 18,67±1,15 19,00±1,00 16,00±1,00 10,67±0,58 17,00±1,00 16,00±1,00 
Altinópolis 3 0,00±0,00 0,00±0,00 13,33±0,58 17,00±3,00 17,00±0,00 15,67±1,15 18,67±1,15 16,33±0,58 
Altinópolis 4 0,00±0,00 0,00±0,00 20,33±1,15 16,67±1,15 21,33±1,15 15,33±0,58 19,33±0,58 15,00±0,00 
Altinópolis 5 0,00±0,00 0,00±0,00 21,33±0,58 21,00±0,00 21,67±1,53 19,00±0,00 19,00±1,73 17,00±1,00 
Altinópolis 6 0,00±0,00 0,00±0,00 22,00±1,00 21,33±0,58 25,67±0,58 20,00±2,00 19,33±1,53 16,33±0,58 
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Fluconazol 22,17±4,92 - - - - - - - 
         
Altinópolis 7 0,00±0,00 0,00±0,00 14,67±0,58 15,00±0,00 17,33±0,58 11,67±0,58 11,67±0,58 11,67±0,58 
Altinópolis 8 0,00±0,00 0,00±0,00 18,33±0,58 18,67±1,15 15,33±0,58 17,33±0,58 17,33±2,08 18,67±0,58 
Altinópolis 9 0,00±0,00 0,00±0,00 17,67±0,58 17,00±1,00 16,33±0,58 15,33±0,58 18,33±0,58 11,67±0,58 
Altinópolis 10 11,00±1,41 13,00±0,00 15,33±0,58 15,00±1,00 9,33±0,58 14,00±1,00 11,67±0,58 16,00±2,65 
Altinópolis 11 0,00±0,00 0,00±0,00 11,33±0,58 12,00±1,00 14,33±0,58 11,00±1,00 18,67±0,58 13,00±1,00 
Altinópolis 12 0,00±0,00 0,00±0,00 18,67±0,58 16,67±0,58 17,67±0,58 13,00±0,00 20,33±0,58 11,33±0,58 
Fluconazol 17,83±6,55 - - - - - - - 
         
Campo Alegre do Goiás 1 0,00±0,00 0,00±0,00 14,67±0,58 13,67±1,53 15,67±0,58* 13,33±0,58* 0,00±0,00 0,00±0,00 
Campo Alegre do Goiás 2 13,50±2,12 16,50±0,71 20,33±1,15 19,67±0,58 16,33±0,58 14,67±0,58 17,67±2,08 14,33±0,58 
Campo Alegre do Goiás 3 0,00±0,00 0,00±0,00 17,33±0,58 14,67±1,53 16,67±0,58 13,33±1,15 15,00±1,00 11,00±1,00 
Campo Alegre do Goiás 4 17,33±1,15 18,50±0,71 18,67±1,15 18,33±0,58 18,33±1,53 16,67±1,53 18,67±0,58 17,33±0,58 
Campo Alegre do Goiás 5 12,00±2,65 14,00±1,00 18,33±0,58 15,33±0,58 13,67±0,58 15,00±0,00 15,67±0,58 16,33±0,58 
Campo Alegre do Goiás 6 0,00±0,00 0,00±0,00 16,33±1,53 15,00±0,00 12,00±1,00 15,33±0,58 19,00±1,00 16,33±0,58 
Fluconazol 37,67±7,02 - - - - - - - 
         
Rifaina 7 0,00±0,00 0,00±0,00 19,00±1,00 17,67±0,58 19,33±0,58 10,00±1,00 19,33±1,15 12,33±0,58 
Rifaina 8 0,00±0,00 0,00±0,00 20,67±0,58 14,67±0,58 20,67±2,89 11,33±1,15 18,67±0,58 12,67±0,58 
Rifaina 9 0,00±0,00 0,00±0,00 18,67±0,58 17,50±0,71 17,33±0,58 11,33±0,58 19,33±1,15 13,33±0,58 
Rifaina 10 0,00±0,00 0,00±0,00 20,00±1,00 16,00±1,00 17,67±0,58 12,00±0,00 18,00±0,00 13,33±0,58 
Rifaina 11 0,00±0,00 0,00±0,00 18,67±0,58 20,00±1,00 21,33±0,58 15,00±1,73 20,67±0,58 15,33±0,58 
Rifaina 12 11,67±0,58* 11,33±0,58* 18,67±0,58 17,67±0,58 14,00±0,00 13,33±1,15 18,00±1,00 14,33±0,58 
Fluconazol 15,83±1,72 - - - - - - - 
         
Sacramento 7 0,00±0,00 0,00±0,00 16,33±1,53 17,33±0,58 14,33±1,15 12,33±0,58 15,00±1,00 15,33±0,58 
Sacramento 8 19,00±0,00 15,50±0,71 16,67±0,58 15,00±1,00 14,33±0,58 13,33±0,58 15,67±0,58 15,67±0,58 
Sacramento 9 0,00±0,00 0,00±0,00 16,33±0,58 14,67±0,58 17,67±0,58 13,67±0,58 21,00±1,00 13,33±0,58 
Sacramento 10 23,00±0,00 21,50±0,71 20,33±0,58 21,33±0,58 12,33±1,53 15,33±0,58 16,33±0,58 13,33±0,58 
Sacramento 11 0,00±0,00 0,00±0,00 15,67±0,58 16,33±0,58 14,33±0,58 11,67±0,58* 15,33±1,53 13,33±0,58 
Sacramento 12 0,00±0,00 0,00±0,00 19,67±0,58 16,33±0,58 16,33±0,58 11,67±0,58 18,00±0,00 16,33±0,58 
Fluconazol 22,60±2,41 - - - - - - - 
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Altinópolis 13 16,00±1,00* 15,00±0,00* 25,33±0,58 26,00±0,00 21,67±0,58 22,33±0,58 22,33±0,58 23,33±0,58 
Altinópolis 14 16,00±0,00* 15,33±0,58 25,00±0,00 25,67±0,58 19,33±0,58 17,67±0,58 22,33±0,58 17,67±0,58 
Altinópolis 15 18,50±2,12* 17,67±0,58 26,00±0,00 25,67±0,58 23,33±0,58 21,33±0,58 23,67±0,58 22,00±0,00 
Altinópolis 16 16,33±0,58* 15,67±1,15* 26,33±0,58 27,00±1,00 24,00±1,00 24,67±0,58 26,00±0,00 26,67±0,58 
Altinópolis 17 18,33±0,58* 19,33±0,58* 26,00±0,00 26,33±0,58 22,67±0,58 23,33±0,58 24,67±0,58 24,67±0,58 
Altinópolis 18 25,67±0,58 26,67±0,58 27,67±0,58 28,33±0,58 25,33±0,58 24,00±1,00 25,33±0,58 25,67±0,58 
Fluconazol 17,50±2,81 - - - - - - - 
         
Altinópolis 19 20,67±0,58 23,00±1,00 27,00±1,00 15,67±0,58 20,00±1,00 18,33±0,58 21,67±0,58 21,33±0,58 
Altinópolis 20 17,67±1,15* 15,67±0,58* 20,00±0,00 20,00±1,00 18,67±0,58 20,33±0,58 21,67±0,58 22,67±0,58 
Altinópolis 21 26,33±0,58 26,00±0,00 25,33±0,58 20,33±0,58 16,33±0,58 19,67±0,58 21,67±0,58 22,33±0,58 
Altinópolis 22 15,67±0,58* 16,33±0,58* 24,00±1,00 25,33±0,58 16,00±0,00 18,33±0,58 20,67±0,58 20,00±0,00 
Altinópolis 23 16,67±0,58 18,00±1,00 21,33±0,58 21,67±0,58 19,33±0,58 22,00±0,00 20,33±0,58 19,67±0,58 
Altinópolis 24 22,23±0,58 20,67±0,58 29,33±0,58 27,00±0,00 24,33±0,58 25,67±0,58 25,67±0,58 26,33±0,58 
Fluconazol 24,75±1,71 - - - - - - - 
         
Tereno 1 - - - - - - 19,67±0,58* 19,67±0,58* 
Tereno 7 21,67±0,58 21,33±0,58 26,33±0,58 27,67±0,58 26,00±0,00 26,67±0,58 25,33±0,58 27,00±0,00 
Tereno 8 - - - - - - 22,00±0,00* 21,33±0,58* 
Tereno 10 20,00±0,00* 19,00±1,00* 21,33±0,58* 20,00±0,00* 21,33±0,58* 21,33±0,58* 20,00±0,00* 18,67±0,58* 
Tereno 19 24,33±0,58 24,33±0,58 24,33±0,58 25,33±0,58 20,33±0,58 21,00±0,00 21,67±0,58 21,67±0,58 
Tereno 21 23,00±0,00 22,00±1,00 25,67±0,58 27,33±0,58 23,00±0,00* 23,00±0,00* 25,33±0,58 26,67±0,58 
Fluconazol 34,60±1,52 - - - - - - - 
* atividade fungistática; (-) não foi realizado; Sacramento 1 a 6: coletadas na fase de florescimento; Rifaina 1 a 6: coletadas na fase de florescimento; Altinópolis 1 a 6: 
coletadas na fase de florescimento e primavera; Altinópolis 7 a 12: coletadas no verão; Campo Alegre do Goiás 1 a 6: Coletadas na fase vegetativa; Rifaina 7 a 12: 
Coletadas na fase vegetativa/pré-floração; Sacramento 7 a 12: Coletadas na fase vegetativa/pré-floração; Altinópolis 13 a 18: Coletadas na fase vegetativa/pré-floração e 
outono; Altinópolis 19 a 24: Coletadas no inverno; Tereno 1, 7, 8, 10, 19, 21: Coletadas na fase vegetativa. 
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    4.4 Influência da idade da planta e substrato na atividade farmacológica de C. 

regium 

 

Neste experimento foram consideradas as atividades fungistáticas. 

Ao analisá-la, foi possível constatar que plantas cultivadas tanto na areia quanto no 

solo+esterco apresentaram o efeito medicinal preconizado. No entanto, em todas as idades, 

com exceção de 2 e 4 meses, cuja atividade foi nula, as plantas cultivadas em solo+esterco 

apresentaram somente atividade fungistática (Figuras 7 e 8). Na areia, a atividade biológica 

teve início em plantas com 4 meses (Figuras 7 e 8), ou seja, os ativos estavam presentes 

nas raízes cultivadas em solo+esterco, porém, em concentrações mais baixas do que nas 

cultivadas na areia, não sendo possível detectar seu efeito fungicida. Atividade fungistática 

significa basicamente, que há inibição do crescimento do microrganismo, enquanto que a 

fungicida, mata o microrganismo (GRAYBILL et al., 1997). A importância da atividade 

fungistática no tratamento de infecções tem ganhado cada vez mais espaço entre os 

pesquisadores, pois, geralmente, apresenta menor toxicidade (GRAYBILL et al., 1997) e 

estimulam a atuação do sistema imunológico do hospedeiro sobre a infecção. Entretanto, 

apesar de muitos estudos incluírem resultados sobre atividade fungistática de extratos ou 

substâncias isoladas, pouco se sabe sobre o comportamento desta no microrganismo e no 

ser humano. 

 

 
Figura 7: Atividade antimicrobiana de raízes de Cochlospermum regium frente a Candida 

albicans cultivadas em areia e solo+esterco coletadas com diferentes idades.  
* atividade fungistática. 
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Figura 8: Valor médio da atividade fungistática (mm) de raízes de Cochlospermum regium 

(A) cultivadas em solo+esterco com 9 meses, (B) cultivadas em areia por 4 meses e (C) 
atividade fungicida de plantas de Cochlospermum regium cultivadas em areia por 12 

meses. 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Vale ressaltar que, inicialmente, o objetivo era avaliar, também, 

parâmetros agronômicos de cultivo entre os substratos propostos. Entretanto, a germinação 

de sementes em solo+esterco foi dificultada e resultou em um número muito baixo de 

indivíduos para que as análises fossem realizadas. Mas, foi possíveil fazer algumas 

observações: o florescimento ocorreu nas plantas cultivadas em casa de vegetação. 

Plântulas mantidas tanto na areia, como no solo+esterco floresceram com 4 meses (mês de 

outubro) (Figura 9A), o que equivaleu com a época de florescimento da espécie em habitat 

natural, considerando que a coleta das plantas, para o estudo do efeito antimicrobiano, foi 

realizada no mês de setembro. A partir de 9 meses, plantas mantidas na areia apresentaram 

sintomas de deficiência nutricional e iniciaram processo de senescência (Figura 9B), o que 

não ocorreu com as plantas mantidas no solo+esterco. E, com 12 meses (mês de junho) as 

folhas das plantas mantidas em ambos substratos estavam senescentes, com coloração 

avermelhada/amarronzada (com menos intensidade nas plantas cultivadas no solo+esterco) 

também equivalendo ao que ocorre com essas plantas em habitat natural, uma vez que, 

nessa época, as folhas de C. regium entram em senescência, e em seguida, as plantas ficam 

caducas antecedendo o florescimento. Nesta época também, algumas plantas mantidas em 

solo+esterco floresceram (Figura 9C). Não obstante, as plantas cultivadas no solo+esterco 

apresentaram a parte aérea muito mais desenvolvida e maior do que a raiz, ocorrendo o 

contrário com as plantas cultivadas na areia (Figura 9D).  
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Figura 9: (A) Florescimento de plântulas de Cochlospermum regium mantidas areia com 4 

meses; (B) Plantas de Cochlospermum regium cultivadas em areia com sintomas de 
deficiência nutricional e senescência; (C) Florescimento de plantas de Cochlospermum 

regium mantidas em solo+esterco com 9 meses e (D) plantas cultivadas em solo+esterco 
com razão raiz: parte aérea menor. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

    4.5 Interação dos constituintes do solo x atividade antimicrobiana de raízes de C. 

regium 

 

A correlação simples realizada entre os componentes do solo e a 

atividade antimicrobiana das raízes de C. regium demonstrou que, com exceção da casca, 

quanto mais pobre o solo, mais ativa é a raiz (Figura 10). Esses dados corroboram com os 

resultados obtidos experimentalmente neste trabalho em casa de vegetação, o qual mostrou 

que raízes de plantas cultivadas em areia apresentam maior atividade antimicrobiana que as 

cultivadas em solo misturado com esterco. Esse fato poderia ser explicado pela adaptação 

que ocorre com as plantas ao longo dos milhares de anos e o Cerrado, de maneira geral, é 

um bioma característico por apresentar solo com baixo teor de matéria orgânica, baixa 

C.T.C. e saturação de bases, elevada acidez e baixa disponibilidade de nutrientes 

(FALEIRO e NETO, 2008) e C. regium é uma espécie que ocorre somente em áreas de 

Cerrado, ou seja, está adaptada as condições deste bioma. 
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Figura 10: Correlação entre a atividade antimicrobiana e análise de solo nas populações de 

Cochlospermum regium. 
 

Com relação aos componentes principais, os dois primeiros 

componentes encerram 91,82% da variação total. As maiores cargas foram detectadas para 

a variável atividade biológica no primeiro componente e potássio (K) no segundo 

componente, que portanto, foram as variáveis de maior contribuição para a variabilidade 

observada. Na figura 11 é apresentada uma dispersão gráfica das cinco populações de C. 

regium em relação aos dois primeiros componentes principais. Verifica-se uma tendência 

de agrupamento por localização geográfica.  

Esse resultado ainda indica que, caso seja realizado um estudo de 

produção em campo com adubação, o macronutriente potássio é o que deverá ser avaliado 

no intuito de verificar dose versus efeito biológico. O baixo teor de potássio em uma 

planta, dentre inúmeras alterações metabólicas, também altera a produção de Espécies 

Reativas de Oxigênio (EROs). Em uma revisão, Shin (2011) demonstra que a baixa 

concentração de potássio aumenta a produção de EROs, que é um importante sinalizador 

para o etileno e ácido jasmônico. O etileno, por sua vez, tem papel importante na síntese de 

compostos fenólicos, inclusive nas raízes (LEWIS et al., 2011; MUDAY et al., 2012; 

KRAMER et al., 2013). Este fato poderia justificar a influência do baixo teor de potássio 

na atividade antimicrobiana de raízes de C. regium, pois, estas apresentam compostos 
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fenólicos como constituintes majoritários (SÓLON et al., 2012), os quais, conhecidamente, 

apresentam uma gama de atividades biológicas. 

 

 
Figura 11: Análise de componentes principias (ACP) de cinco populações de 

Cochlospermum regium. 
 

 

5. CONLUSÕES 

 

A concentração de ativos presentes em raízes de Cochlospermum 

regium, avaliadas através da atividade antimicrobiana, são influenciadas diretamente pelas 

estações do ano, sendo o outono e inverno as estações que propiciaram a maior atividade 

antimicrobiana, possivelmente, devido ao estresse hídrico aos quais as plantas estão 

submetidas nestes períodos. Além disso, plantas adultas e cultivadas em solos pobres 

apresentaram maior atividade antimicrobiana. Sendo assim, para obtenção de maior efeito 

terapêutico desta espécie, recomenda-se a coleta de plantas adultas no outono ou inverno e 

a utilização de toda raiz sem autoclavar.  
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Capítulo III. ESTUDO FITOQUÍMICO BIOMONITORADO DE R AÍZES DE 

Cochlospermum regium 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Muitas são as dificuldades quando se trabalha com plantas 

medicinais. As diferentes condições em que a planta se encontra, interferem na composição 

dos metabólitos secundários da mesma. O estádio de desenvolvimento, a sazonalidade, a 

variabilidade genética, a forma e hora de colheita são fatores agronômicos que interferem 

diretamente na qualidade e quantidade de substâncias bioativas presente nas plantas 

medicinais e, consequentemente, no efeito biológico que estas apresentam. Além disso, 

existem os genótipos os quais também podem apresentar atividades farmacológicas 

diversas (SCHLAG e MCINTOSH, 2006; MORAIS, 2009; FACHINETTO e TEDESCO, 

2009).  

Além dos fatores agronômicos, existem os aspectos físicos que 

também interferem na qualidade da produção do fitoterápico, como, por exemplo, a forma 

de secagem e moagem do material vegetal. Outro aspecto importante está relacionado à 

extração dos princípios ativos que envolvem a escolha do solvente, a forma de preparação 

do extrato (infusos, maceração estática, etc) e a solubilidade dos compostos de interesse. 

Da mesma maneira, um extrato aquoso preparado em forma de decocção ou em infusão, 

pode responder diferentemente aos ensaios biológicos (PEITZ et al., 2003; BANDEIRA, 

2004; OLIVEIRA et al., 2008; LI e VEDERAS, 2009). Além disso, muitos estudos 
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fitoquímicos não são realizados em conjunto com ensaios biológicos, o que muitas vezes, 

resulta no isolamento de moléculas não ativas. 

A fim de suprir tal dificuldade, o teste de bioautografia pode ser 

uma solução. Este teste avalia a atividade biológica de compostos já eluidos em placas 

cromatográficas (MARSTON, 2011), sem que para isso haja necessidade de controlar o 

uso de solventes na solubilização das amostras, tornando o isolamento de compostos ativos 

cada vez mais preciso, pois trata-se de um estudo fitoquímico biomonitorado.  

 

2. OBJETIVOS 

 

    2.1 Objetivo Geral 

Isolar e identificar a substância ativa de raízes de Cochlospermum 

regium contra Candida albicans. 

 

    2.2 Objetivos Específicos  

 

1. Realizar ensaios fitoquímicos biomonitorados de extratos de raízes de C. regium; 

2. Purificar extratos e frações bioativas; 

3. Identiticar por métodos espectroscópicos a estrutura dos compostos ativos; 

4. Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos isolados. 

  

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

    3.1 Preparo da amostra e do extrato 

 

Considerando que todos os indivíduos das análises anteriores 

apresentaram atividade contra C. albicans, foi selecionado para realização dos ensaios 

fitoquímicos um indivíduo de Altinópolis (A6) em função da maior biomassa para a 

obtenção de extratos. Este, foi coletado na primavera de 2010, na fase de florescimento. A 

raiz deste indivíduo foi limpa, seca em estufa de ar circulante a 45 ºC por 48 h. Logo após, 

o material vegetal seco foi pulverizado em moinho de facas rendendo 1,285 kg e, em 

seguida, peneirado (48 mesh). A droga vegetal foi submetida a maceração por dois dias, 

com etanol:água (8:2, v:v), sendo o procedimento repetido duas vezes. A proporção de 
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material vegetal e o solvente foi 2:8 (m:v). Em seguida, o extrato foi rotaevaporado e 

liofilizado.  

Parte do material liofilizado (48 g) foi diluído em 600 mL de 

metanol:água (1:1, v:v) e submetido a uma partição líquido/líquido (partição 1) utilizando-

se os seguintes solventes, nesta ordem: hexano – HEX (3x de 600 mL), acetato de etila – 

EAE (3x de 600 mL) e diclorometano – DCM (3x de 600 mL). Os extratos resultantes 

desta partição foram rotaevaporados e, em seguida, este material foi submetido ao teste 

STAMP (metodologia desenvolvida neste trabalho – INÁCIO et al., 2013) para verificar a 

atividade antimicrobiana (Figura 12). 

 

Figura 12: Partição do extrato hidroalcoólico bruto de raízes de Cochlospermum regium. 
 

    3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato acetato de etila (EAE)  

 

Várias análises cromatográficas, em camada delgada, foram 

realizadas com o extrato acetato de etila, oriundo da partição 1. 

As cromatoplacas utilizadas nos experimentos foram de sílica gel 

(DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL/UV254 – MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. Kg 

- Germany). Primeiramente foram avaliadas algumas condições de fase móvel como segue: 

- BAW (n-butanol: ácido acético: água 4:1:5, v/v/v) 

- Metanol: acetato de etila (1:1, v/v) 

- Acetato de etila (100%) 

- Clorofórmio: metanol (2:3, v/v) 
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- Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:8, v/v/v/v) 

- Clorofórmio: metanol (8:2, v/v) 

- Clorofórmio: metanol (6:4, v/v) 

Como reveladores foram utilizados: ácido sulfúrico, vanilina 

clorídrica e NP PEG, além da visualização em UV (comprimentos 254 e 320 nm). 

 

    3.3 Bioautografia 

 

A bioautografia foi realizada conforme Rahalison et al. (1991) com 

algumas modificações. O microrganismo utilizado em todos os testes foi Candida albicans 

ATCC 10231. Inicialmente, o microrganismo estocado em temperatura de -80 ºC foi 

reativado em meio ágar Sabouraud e mantido por 24 horas em estufa a 37 ºC. 

Posteriormente, este microrganismo foi repicado no mesmo meio e mantido por mais 24 

horas nas mesmas condições de crescimento. Após este período, a concentração de 

microrganismo foi ajustada, utilizando-se solução salina 0,85%, em espectrofotômetro a 

530 nm e transmitância de 72 a 75%. Desta solução de microrganismo ajustada, foram 

removidos 500 µL e adicionados a 50 mL de meio ágar Mueller Hinton, o qual permanecia 

em banho-maria a aproximadamente 50 ºC, o que equivaleu a uma quantidade de 105 

células mL-1 de inóculo. Em seguida, aproximadamente 10 mL de meio ágar Mueller 

Hinton com microrganismo foi distribuído sobre a placa cromatográfica (10 x 10 cm). 

Nesta placa cromatográfica o extrato já havia sido eluído pelo solvente orgânico e 

permanecido 24 horas em capela para evaporação total dos solventes. 

As cromatoplacas foram mantidas em uma placa de Petri (15 cm) 

sobre papel de filtro umedecido com água destilada, sendo estes dois últimos autoclavados. 

Após a distribuição do meio de cultura contendo microrganismo, na placa, estas foram 

mantidas em estufa a 37 ºC por 24 horas. Decorrido este período, as placas cromatográficas 

com o microrganismo foi pulverizada com uma solução de MTT - Brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazólio (2,5 mg mL-1) e incubada a 37 ºC por 3-4 horas. 

Na região em que houve inibição, o meio de cultura não foi colorido de roxo pelo MTT. 

 

    3.4 Bioautografia do extrato acetato de etila (EAE) obtido da partição 
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Para avaliação da atividade antimicrobiana através da 

bioautografia, o extrato acetato de etila obtido da partição (partição 1) foi submetido a 

CCD com 3 sistemas de solvente: BAW; metanol:acetato de etila 1:1 e clorofórmio: ácido 

acético:metanol:água (64:32:12:8). As placas obtidas nestes sistemas foram submetidas a 

bioautografia. 

Primeiramente, foram avaliadas a massa de amostra aplicada na 

placa partindo de uma concentração de 10 mg mL-1 da partição acetato de etila (EAE). 

Desta, foram aplicadas na placa: 2, 4, 6 e 8 µL o que corresponde a 0,02, 0,04, 0,06 e 0,08 

mg de massa na placa. Este material foi, então, avaliado através da bioautografia. 

Após determinar o volume ideal a ser aplicado (6 µL), foram 

modificadas as concentrações de extrato: 12, 15, 20 e 30 mg mL-1. Nestas condições, as 

placas foram eluídas em metanol: acetato de etila (6:4 e 1:1) e BAW. Logo em seguida foi 

realizada a bioautografia. 

 

    3.5 Fracionamento em coluna do extrato acetato de etila (EAE) obtido da partição 

 

O extrato acetato de etila - EAE (10,8 g) foi submetido a um 

fracionamento em coluna de sílica gel G60 (25 e 5 cm de altura e diâmetro, 

respectivamente) utilizando como eluente as seguintes misturas de solventes: 

• Acetato de etila:metanol (8:2, v:v) - F1; 

• Acetato de etila:metanol (7:3, v:v) - F2; 

• Acetato de etila:metanol (6,5:3,5, v:v) – F3; 

• Acetato de etila:metanol (6:4, v:v) – F4; 

• Acetato de etila:metanol (5,5:4,5, v:v) – F5; 

• Acetato de etila:metanol (5:5, v:v) – F6; 

• Acetato de etila:metanol (4,5:5,5, v:v) – F7; 

• Acetato de etila:metanol (4:6, v:v) – F8; 

• Acetato de etila:metanol (3:7, v:v) – F9; 

• Acetato de etila:metanol (2:8, v:v) – F10; 

• Metanol – F11; 

• Água – F12. 
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As 12 frações obtidas foram, isoladamente, solubilizadas em 

metanol (1 mg mL-1) e aplicadas em placa para a realização de um novo ensaio de 

bioautografia, sem que estas frações fossem eluídas com solvente (Figura 13). Na placa 

foram aplicados 10 µL de cada fração. 

 

 

Figura 13: Bioautografia, frente a Candida albicans ATCC 1023, das 12 frações obtidas a 
partir do extrato acetato de etila (EAE) submetido à cromatografia em coluna.  

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

    3.6 Análise da fração ativa F1 (8:2 acetato de etila: metanol) em CG-EM 

 

Para análise dos constituintes químicos presentes na fração acetato 

de etila:metanol (8:2), esta foi analisada por CG-EM antes e após ser silanizada. As 

condições de análise foram: Coluna capilar: DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) Agilent 

J&W; Temperatura do injetor: 260 ºC; Temperatura do detector: 250 ºC; Impacto de 

elétrons: 70 eV; Gás de arraste: He; Fluxo: 1,1 mL min-1; Split: 1/40; Programa de 

Temperatura: 100 –290 ºC, 3 ºC/minuto. Volume de injeção: 1 µL de solução (1 µL da 

amostra/1 mL AcOEt). O equipamento CG-EM utilizado foi da marca Shimadzu-QP-2010. 

A identificação da substância foi realizada por comparação do 

espectro de massas da amostra analisada com as bibliotecas Wiley7 e Nist08. 

 

Reação de silanização 
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Para silanização da fração F1 foram pesados 5 mg da amostra 

hidrolisada, a qual foi diluída em 100 µL de piridina. Adicionou-se 200 µL do reagente 

BSTFA [bis (trimethylsilyl) tri-fluoroacetamide (SUPELCO) e 20,5 µL de TMCS 

(Clorometiltrimetilsilano 98% - ALDRICH). Após este procedimento, a amostra foi 

mantida em banho-maria à 80 ºC por 1,5 horas sendo resfriada logo em seguida, em 

temperatura ambiente em frasco fechado. 

Para a hidrólise foram adicionados 100 mL de HCl (2 M) em 100 

mg de amostra. Após esse procedimento, a solução foi mantida em banho-maria à 80 ºC 

por 1,5 horas. A extração da fase orgânica foi concluída com 50 mL do solvente acetato de 

etila. 

 

    3.7 Otimização das condições cromatográficas em camada delgada da fração ativa 

F1 

 

Para a separação dos compostos em CCD foi utilizada a fração F1 

oriunda da coluna cromatográfica realizada com a partição acetato de etila (EAE). As 

cromatoplacas utilizadas nos experimentos foram de sílica gel (DC-Fertigfolien 

ALUGRAM® Xtra SIL/UV254 – MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. Kg - Germany). 

Foram avaliadas algumas fases móvel como segue: 

1. Metanol: acetato de etila (6:4, v/v) 

2. Metanol: acetato de etila (1:1, v/v) 

3. Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:10, v/v/v/v) 

4. Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:8, v/v/v/v) 

5. Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:6, v/v/v/v) 

6. Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:4, v/v/v/v) 

7. Clorofórmio: ácido acético: metanol: água (64:32:12:2 v/v/v/v) 

8. BAW – n-butanol: ácido acético: água (4:1:5, v/v/v) 

9. Acetato de etila: metanol: isopropanol: água: ácido acético (7:1:2:5:0,2, v/v/v/v/v) 

10. Clorofórmio: metanol: n-propanol: água (5:6:1:4, v/v/v/v) 

11. Acetato de etila: n-propanol: água (140:8:80, v/v/v) 

12. Acetato de etila: n-butanol: água (4:1:5, v/v/v) 

Como revelador foi utilizado NP PEG, além da visualização em 

UV (comprimentos 254 e 320 nm). 
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As placas utilizadas para a realização da bioautografia foram as 

eluídas nas condições 6, 7, 9 e 11. A concentração da fração F1 foi de 1 mg mL-1 e foram 

aplicados 6 µL correspondendo a 0,006 mg de massa. 

 

    3.8 Otimização da quantidade de massa aplicada na CCD para bioautografia da 

fração ativa F1 

Para determinar a quantidade de massa a ser aplicada na placa 

cromatográfica e encontrar o efeito antimicrobiano foram aplicados volumes de 2, 4, 6, 8, 

10, 12, 24 e 48 µL da fração F1 de uma solução com concentração de 12 mg mL-1, 

correspondendo a 0,024, 0,048, 0,072, 0,096, 0,12, 0,144, 0,288 e 0,576 mg de massa na 

placa. A combinação de solventes utilizada como eluente foi: clorofórmio: ácido acético: 

metanol: água (64:32:12:2, v/v/v/v). 

 

    3.9 Partição da fração ativa F1 

 

A fração F1 (3,7574 g) foi diluída em 200 mL de metanol:água 

(1:1) e submetida a uma partição (partição 2) com os seguintes solventes: hexano – HEX2 

(3x de 100 mL), acetato de etila - EAE2 (3x de 100 mL) e diclorometano – DCM2 (3x de 

100 mL). Uma emulsão foi formada no momento da separação com diclorometano e 

também foi separada (Figura 14). Os extratos resultantes desta partição foram concentrados 

em rotaevaporador e secos em capela, em seguida, submetidos a bioautografia (sem eluir a 

placa) para verificar a atividade antimicrobiana, todas na concentração de 12 mg mL-1 e 

sendo aplicados na placa 10 µL, o que equivale a 0,12 de massa. 
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Figura 14: Partição da fração F1 (8:2 acetato de etila: metanol) oriunda do extrato acetato 
de etila (EAE) de raízes de Cochlospermum regium. 

 

    3.10 Purificação da fração aquosa ativa obtida da fração F1 por CLAE 

(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) 

 

Para fins de purificação a fração aquosa ativa, obtida da fração F1, 

foi submetida a purificação em CLAE preparativa (cromatógrafo SHIMADZU), coluna 

SHIMADZU PREP-ODS (50 x 250 mm, 15 µm), fase móvel H2O (A) e MeOH (B) e fluxo 

de 20 mL/min. O volume de injeção foi de 4 mL e o monitoramento foi realizado a 350 nm 

(detector UV/Visível - SPD 20A). A condição inicial de corrida cromatográfica foi de 30% 

(B), passando para 50% (B) com 23 minutos, voltando a 30% (B) em 20 minutos e 

finalizando com 26 minutos. No CLAE preparativo foram geradas 22 frações, as quais 

foram monitoradas por CLAE analítico. Algumas frações foram selecionadas para 

refracionamento em CLAE preparativo.  

As frações denominadas MA8, MA9 e MA11 foram submetidas a 

nova purificação em CLAE preparativo, sendo as frações aplicadas separadamente no 

mesmo (cromatógrafo SHIMADZU, coluna Phenomenex Luna C-18 (10 x 250 mm, 5 µm), 

fase móvel H2O (A) e MeOH (B) e fluxo de 2 mL min-1). O volume de injeção foi de 2 mL 

e o monitoramento foi a 350 nm (detector UV/Visível - SPD 20A). A condição inicial foi 

de 10% (B), passando para 55% (B) com 60 minutos, voltando a 10% (B) e finalizando 

com 80 minutos. A condição inicial da fase móvel para purificação da fração MA11 foi de 

20% (B), passando para 60% (B) com 60 minutos, voltando a 20% (B) e finalizando com 
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80 minutos. As frações foram monitoradas por CCD e CLAE analítico. Posteriormente, 

reagrupadas de acordo com o perfil químico. O rendimento das substâncias purificadas foi 

o seguinte: (1) 21 mg (10,3 minutos), (2) 12 mg (7,9 minutos) e (3) 65 mg (10,0 minutos). 

As amostras selecionadas foram analisadas em CLAE analítico: 

coluna Supelcosil LC-18 (25,0 cm x 4,6 mm, 5 µm), fluxo 1,0 mL.min-1 e como fase 

móvel, ácido acético 0,1% (A) e metanol (B). A condição inicial foi de 30% em B, 

passando para 50% (B) com 20 minutos, voltando a condição inicial aos 22 minutos e 

parando com 25 minutos. Cromatógrafo SHIMADZU acoplado a um detector de arranjo de 

diodo (SPD M10A) foi utilizado como CLAE analítico. 

 

    3.11 Identificação dos flavonóides isolados por CLAE preparativo 

 

As substâncias 1, 2 e 3 isoladas em CLAE preparativo foram 

submetidas a Ressonância Magnética Nuclear na Universidade de São Paulo (Ribeirão 

Preto) e a identificação dos compostos foi feita em colaboração com a Profª Drª Silvia 

Helena Taleb Contini da Universidade de Ribeirão Preto. 

 

    3.12 Concentração inibitória mínima (CIM) da substância Diidrokaempferol-3-O-

β-glicopiranosideo 

 

O efeito da atividade antimicrobiana foi avaliado pelo método de 

microdiluição em meio RPMI em placas contendo 96 poços, seguindo as normas CLSI 

M27-A2 (2002).  

A concentração do inóculo foi ajustada em espectrofotômetro 

utilizando comprimento de onda de 530 nm e a faixa de transmitância entre 72 a 75%. Em 

seguida, o inóculo padrão foi diluído 50 vezes seguida de uma nova diluição de 20 vezes. 

Após, 100µL deste foi utilizado por poço para cada de microrganismo ensaiada.  

Controles de esterilidade do meio de cultura e das substâncias 

foram realizados conjuntamente. A CIM correspondeu à menor concentração inibitória da 

substância onde não houve crescimento macroscópico das linhagens microbianas avaliadas 

comparadas com o crescimento do controle positivo.  

Para a montagem da placa 200µL da amostra foram colocados em 3 

poços da fileira 1, sendo que as três últimas colunas foram reservadas para o controle de 
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meio, das substâncias e do microrganismo. Nas colunas 2 a 12 foram adicionados 100µL 

de meio de cultura com auxílio de pipetador automático. Em seguida, a partir da coluna 

um, iniciou-se a diluição seriada até a coluna 9.  

A concentração máxima utilizada de diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosideo foi de 200 µg mL-1. O microrganismo utilizado foi Candida albicans 

ATCC 10231. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O controle positivo 

foi anfotericina B. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

    4.1 STAMP da partição 1 

 

Todas as partições, obtidas do extrato hidroalcoólico da raiz de C. 

regium, apresentaram atividade frente a C. albicans, inclusive próprio o extrato 

hidroalcoólico liofilizado e a droga vegetal da raiz toda, os quais foram utilizados como 

controles positivos (Figura 15). Entretanto, o extrato acetato de etila (EAE) foi o mais 

ativo, com halo de inibição de 37,33 mm (Figura 16). Apesar da utilização de 

microrganismos diferentes, Sólon et al. (2012) também verificaram que a partição acetato 

de etila obtida de extrato hidroalcoólico de raízes de C. regium foi a mais ativa frente a 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. A partir destes resultados, os ensaios 

fitoquímicos subsequentes foram realizados com o extrato acetato de etila (EAE), cuja 

atividade farmacológica foi superior às demais. 
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Figura 15: Valor médio da atividade antimicrobiana medidas em halo de inibição (mm): 
(A) da droga vegetal da raiz de Cochlospermum regium coletada em Altinópolis – SP (A6), 

(B) do extrato hidroalcoólico liofilizado (EtOH:H2O), (C) da partição hexano (Hex), (D) 
diclorometano (DCM), (E) acetato de etila (EAE) e (F) aquosa (FAQ). 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

Figura 16: Atividade antimicrobiana medidas em halo de inibição (mm) da droga vegetal 
da raiz de Cochlospermum regium coletada em Altinópolis (A6), do extrato hidroalcoólico 

liofilizado (EtOH:H2O) e dos extratos hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de 
etila (AcOET), aquosa (H2O) e do antibiótico fluconazol a 1 mg g-1. 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott a 0,5% de 
probabilidade. 
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    4.2 Bioautografia da partição acetato de etila (EAE) 

 

Os ensaios de bioautografia realizados com a partição acetato de 

etila (EAE – partição 1) revelaram atividade antimicrobiana com 4, 6 e 8 µL (10 mg.mL-1) 

quando eluídas com sistema solvente BAW e metanol:acetato de etila (1:1) (Figura 17). A 

mesma amostra eluída com clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:8) não 

apresentou atividade antimicrobiana (Figura 17). 

 

 

Figura 17: Bioautografia da partição acetato de etila (EAE - partição 1) na concentração de 
10 mg mL-1 aplicadas nos volumes de 2, 4, 6 e 8 µL e eluídas em (A) BAW, (B) 

metanol:acetato de etila (1:1) e (C) clorofórmio:ácido acético:metanol:água (64:32:12:8), 
frente a Candida albicans ATCC 10231. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Após vários experimentos para se determinar o volume e 

concentração ideais de amostra a serem aplicados na placa cromatográfica foi estabelecido 

que 6 µL da solução na concentração de 12 mg mL-1 foi a mais adequada para a realização 

dos ensaios de bioautografia (Figura 18). 

 

 

Figura 18: Bioautografia da partição acetato de etila (EAE - partição 1) na concentração de 
30, 20, 15 e 12 mg mL-1 aplicadas no volume 6 µL e eluídas em (A) metanol:acetato de 

etila (6:4) e (B) BAW, frente a Candida albicans ATCC 10231. 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A atividade antimicrobiana, observada na bioautografia, de placas 

eluídas nos sistema solvente BAW e metanol:acetato de etila (1:1) foi igualmente eficiente. 

Entretanto, o eluente metanol:acetato de etila (1:1) foi escolhido como o mais adequado 

por apresentar menor tempo de corrida cromatográfica e boa resolução cromatográfica. 

Assim, este sistema foi utilizado para a realização de coluna preparativa objetivando o 

isolamento do(s) composto(s) ativo(s). 

 

    4.3 Fracionamento em coluna da partição acetato de etila (EAE) 

 



 

 

72

Das 12 frações oriundas da coluna cromatográfica, apenas a fração 

eluída com acetato de etila:metanol (8:2), ou seja a fração F1, apresentou atividade contra 

C. albicans (Figura 19) na concentração de 1 mg mL-1 (10 µL). 

 

 

Figura 19: Atividade antimicrobiana obtida da fração F1 (1 mg mL-1, 10 µL) frente a 
Candida albicans ATCC 10231 através da bioautografia. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

A partir dos resultados obtidos, as etapas de isolamento do(s) 

composto(s) ativos(s) foram realizadas utilizando-se a fração F1. 

 

    4.4 Análise da fração ativa F1 em CG-EM 

 

A seguir, estão apresentados os cromatogramas obtidos a partir da 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) realizada com a 

fração F1 silanizada. 
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Figura 20: Cromatograma obtido pela análise em CG-EM da fração F1. 

 

 

 

Figura 21: Expansão do cromatograma e espectro de massas do pico em t=16,27 minutos, 
obtidos após análise em CG-EM da fração F1. 
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Figura 22: Espectro de massas da substância eluida (fração F1) no t=16,27 minutos, 
comparado com o banco de dados. 

 
De acordo com o espectro de massas (Figura 18) o composto 

majoritário da fração ativa foi identificado, por comparação dos dados da biblioteca 

Wiley7 e Nist08, como sendo o ácido gálico (Figura 23). 

 

 

Figura 23: Estrutura química do ácido gálico. 

 

A presença do ácido gálico como composto majoritário poderia 

explicar, pelo menos em parte, a atividade antimicrobiana da fração ativa frente a Candida 

albicans, uma vez que, alguns estudos comprovam sua atividade. Trabalhos realizados 

recentemente com a mesma linhagem de C. albicans (ATCC 10231), utilizando tanto CIM 



 

 

75

quanto difusão em ágar, comprovou que o ácido gálico é ativo (GEHRKE et al., 2013; 

MANAYI et al., 2013). Frente a outras linhagens do mesmo microrganismo (ATCC 90028, 

1435, 1555, 1434, 1818 e 2923) o ácido gálico também apresenta atividade (HONG et al., 

2011; RANGKADILOK et al., 2012). 

 

    4.5 Identificação dos flavonóides isolados por CLAE preparativo 

 

             4.5.1 Identificação estrutural da substância Diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosideo (1) 

 

Os valores dos deslocamentos químicos (δ) encontrados nos 

espectros de RMN1H e RMN13C do flavonóide 1, indicam a presença de anel aromático e 

açúcar ligada à molécula.  

No espectro de RMN1H, são observados dois dubletos entre δ 5,93 

e δ 5,90, com J = 2,0 Hz cada, referentes aos hidrogênios H6 e H8, do anel A. Na região do 

espectro entre δ 6,86 e δ 7,39 estão presentes dois sinais, integrando para dois hidrogênios 

cada, com J = 8,0 Hz. Estes sinais foram atribuídos aos sinais dos hidrogênios H3´/H5´e 

H2´/H6´, respectivamente, indicando que o flavonóide possui uma substituição na posição 

C5´, do anel B. Também foram observados dois dubletos em δ 5,26 e δ 4, 98, com J = 10,4 

Hz, os quais foram atribuídos aos hidrogênios H2 e H3, respectivamente, caracterizando 

assim a presença de um diidroflavononol. 

O sinal na região dos hidrogênios anoméricos δ 3,80 (J = 8,0 Hz) 

indica que a unidade de açúcar ligada à molécula é a D-glucopiranose. 

Todas as atribuições dos hidrogênios da molécula foram feitas com 

base nos dados dos espectros de RMN13C (PND), e nas correlações dos espectros 

bidimensionais HMQC e HMBC. 

A comparação entre os valões dos deslocamentos químicos dos 

hidrogênios e carbonos da substância analisada, com os dados da literatura (AGRAWAL, 

1989), permitiram identificar o flavonóide como sendo o Diidrokaempferol-3-O-β-D-

glicopiranosideo (Figura 24). 

 



 

 

76

 

Figura 24: Estrutura química do Diidrokaempferol-3-O-β-D-glicopiranosideo 

 

           4.5.2 Identificação estrutural da substância Diidroquercetina-3-O-β-

glicopiranosideo (2) 

 

Os valores dos deslocamentos químicos (δ) encontrados nos 

espectros de RMN1H e RMN13C do flavonóide 2, indicam a presença de anel aromático e 

açúcar ligada à molécula.  

No espectro de RMN1H, são observados dois dubletos entre δ 5,93 

e δ 5,88, com J = 2,0 Hz cada, referentes aos hidrogênios H6 e H8. Na região do espectro 

entre δ 6,81 e δ 6,79, está presente um dubleto (J = 8,0Hz), referente ao hidrogênio H5´, 

que está acoplado em orto com H6´. Na região entre δ 6,87 e δ 6,85 está presente um duplo 

dubleto (J = 8,0 Hz e 2,0 Hz), referente ao o sinal do H6´, o qual acopla em orto com H5´e 

em meta com H2´. O sinal do H2´está entre δ 6,98 e δ 6,97, acoplando em meta (J = 2,0 

Hz) com o H6´. Também foram observados dois dubletos em δ 5,26 e δ 4, 98, com J = 

10,4Hz, os quais foram atribuídos aos hidrogênios H2 e H3, respectivamente, 

caracterizando assim a presença de um diidroflavononol. 

O sinal na região dos hidrogênios anoméricos δ 3,80 (J = 8,0 Hz) 

indica que a unidade de açúcar ligada à molécula é a D-glucopiranose. 

Todas as atribuições dos hidrogênios da molécula foram feitas com 

base nos dados dos espectros de RMN13C (PND), e nas correlações dos espectros 

bidimensionais HMQC e HMBC. 

A comparação entre os valões dos deslocamentos químicos dos 

hidrogênios e carbonos da substância analisada, com os dados da literatura (AGRAWAL, 
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1989), permitiram identificar o flavonóide como sendo a Diidroquercetina-3-O-β-D-

glicopiranosideo (Figura 25). 
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Figura 25: Estrutura química da Diidroquercetina-3-O-β-glicopiranosideo 

 

     4.6 Concentração inibitória mínima (CIM) da substância Diidrokaempferol-3-O-β-

glicopiranosideo 

 

O teste de CIM realizado com a substância diidrokaempferol-3-O-

β-glicopiranosideo não apresentou atividade antimicrobiana frente a C. albicans na 

concentração de 200 µg mL-1. Essa substância já foi isolada de raízes de C. regium por 

Oliveira et al. (1996) e Sólon et al. (2012), sendo considerada um marcador químico da 

espécie. Entretanto, Oliveira et al. (1996) verificaram que a mesma não foi ativa frente S. 

aureus e E. coli. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

O método de bioautografia é eficiente para avaliar a atividade 

antimicrobiana das frações de raízes de C. regium frente a C. albicans. A presença de ácido 

gálico justifica, pelo menos em parte, a atividade anti-candida apresentada pelos extratos 

de C. regium. Além disso, a presença do flavonóide diidroquercetina-3-O-β-

glicopiranosideo também pode estar relacionado a esta atividade. Já o composto 

diidrokaempferol-3-O-β-glicopiranosideo não é ativo e não pode ser considerado como o 

agente antimicrobiano contra C. albicans quando avaliado isoladamente.  
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5. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Um dos objetivos principais deste trabalho foi tentar explicar 

porque haviam divergências, entre estudos in vitro e levantamentos etnofarmarlógicos, 

sobre o efeito antimicrobiano das raízes de C. regium, pois os ensaios realizados em 

laboratório nem sempre condiziam com o efeito que a planta tem quando utilizada na 

medicina popular. Desta maneira, a hipótese formulada partiu da premissa que tal 

contradição poderia ser explicada pelo efeito de fatores ambientais e fenológicos sobre a 

presença ou ausência da atividade esperada. Contudo, como conclusão geral, podemos 

afirmar que a hipótese estava incorreta, pois, em todos os testes realizados, as raízes foram 

ativas. O que alterou foi a maior ou menor atividade obtida, ou seja, os efeitos ambientais e 

fenológicos influenciam na concentração dos ativos, sendo que no outono e inverno há um 

maior acúmulo destes. Sendo assim, podemos considerar que as substâncias ativas das 

raízes de C. regium são constitutivas estando presentes em qualquer época do ano e estádio 

fenológico. À divergência encontrada podemos atribuir ao microrganismo alvo. Nos 

levantamentos etnofarmacológicos as raízes de C. regium são indicadas para infecções do 

sistema reprodutor feminino e, até o presente trabalho, nenhum ensaio in vitro havia 

avaliado qualquer micorganismo causador direto de infecções vaginais, como C. albicans, 

que é a levedura que mais causa este tipo de infecção no mundo, inclusive no Brasil. 

Portanto, concluimos que a contradição verificada provavelmente está relacionada ao 

microrganismo alvo do estudo e à seletividade que as raízes de C. regium apresentam para 

esta linhagem de microrganismo.  
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Com relação as moléculas isoladas, verificamos que uma delas, o 

flavonóide diidrokaempferol-3-O-β-D-glicopiranosideo, não é ativa frente a C. albicans. 

Entretanto, mais estudos sobre a atividade antimicrobiana devem ser realizadas no futuro 

com outras moléculas isoladas e também avaliando a sinergia das mesmas na atividade. 
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