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RESUMO

A ciéncia, principalmente a 4drea da Farmacologia, vem ao longo dos anos desenvolvendo
medicamentos eficazes e seguros para o tratamento médico de infec¢des bacterianas e seu
sucesso reduz cada vez mais as mortalidades causadas por estes e outros microrganismos.
Logo, a busca por novos compostos moleculares para o uso teraputico ¢ de grande
importancia para ampliar a gama de substancias eficientes, buscando-se também menos
efeitos colaterais, que podem ser disponibilizadas no mercado. Visando encontrar estes novos
componentes, recorre-se as informacdes presentes em diversas areas, principalmente na
Etnobotanica, ciéncia que explora, verifica e armazena o conhecimento popular adquirido
pelo homem através da sua interagdo com as plantas, sobre suas propriedades benéficas ou
ndo, e usos mais comuns. A familia Aristolochiales ¢ uma das mais significativas no Brasil,
chega a possuir 475 espécies. Este trabalho busca caracterizar o(s) composto(s) bactericidas
presentes em A. gigantea através de extracdes em hexano e acetonitrila como solventes,
utilizando a HPLC (Hight Pressure Liquid Chromatography) para obter novas informagdes
mais detalhadas destes. Testes de antibiograma averiguaram a eficiéncia das amostras durante

os expermetos para Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Palavras-Chaves: Aristolochia gigantea. Antibidtico. Hexano. Acetonitrila. Extracdo. HPLC.

Escherichia coli. Staphylococcus aureus.
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1.0 INTRODUCAO

A ciéncia, principalmente a 4area da Farmacologia, vem ao longo dos anos
desenvolvendo medicamentos eficazes e seguros para o tratamento médico de infecc¢des
bacterianas e seu sucesso diminui cada vez mais as mortalidades causadas por estes e outros
microrganismos. Entretanto, novos agentes microbianos sdo produzidos, pois muitos ja
perderam sua eficiéncia devido ao também surgimento de microrganismos resistentes a suas

propriedades quimioterapicas (RANG, 2004).

Duas teorias podem explicar o surgimento de organismos resistentes: A primeira —
Teoria Genética — propde que numa populacao de bactérias existam alguns individuos que por
mutacdes genéticas apresentem naturalmente maior resisténcia (mesmo sem o antibidtico) do
que as demais. Estas seriam eliminadas pelo medicamento, deixando apenas que as mais
resistentes se multipliquem. Segunda — Teoria Fenotipica — salienta que a resisténcia s6 pode
ser adquirida na presenca do antibidtico e a transmissdo dessa informacdo ndo seria

transmitida geneticamente (LACAZ, 1975).

Logo, a busca por novos compostos moleculares para o uso terapéutico ¢ de grande
importancia para ampliar a gama de substancias eficientes, buscando-se também menos
efeitos colaterais, que podem ser disponibilizadas no mercado. Existem varios processos para
isto, entre eles a modificagdo de moléculas provenientes de fontes naturais e/ou sintéticas,
producdo de moléculas novas e extragdo, isolamento e purificagdo de componentes retirados

de fontes naturais (Di STASI, 1996).

Visando encontrar estes novos componentes, recorre-se as informagdes presentes em
diversas areas, principalmente na Etnobotanica, ciéncia que explora, verifica e armazena o
conhecimento popular adquirido pelo homem através da sua interacdo com as plantas, sobre
suas propriedades benéficas ou ndo, e usos mais comuns. Um trabalho que envolve diversos
profissionais da ciéncia, que procura por espécies vegetais de potencial importancia para que
assim seja possivel a protecdo e conservagdo destes exemplares (SCHULTES, 1995). Sabe-se
que o uso de plantas acompanha a humanidade muito mesmo antes das escritas rudimentares
dos homens pré-historicos, o que mostra a grande e importancia da relagdo do homem com o

ambiente.

A Fitoterapia no Brasil ¢ uma pratica comum praticada pelos indigenas nativos antes

mesmo da colonizacdo, essa técnica hoje em dia ¢ atribuida a pessoas que buscam meios



alternativos de medicamentos, populagdes onde ndo hd acesso a medicamentos e/ou 0s
tratamentos sdo caros, ou sequer algum tipo de servico médico. A OMS (Organizagdo
Mundial da Satde) reconhece a importadncia dessa pratica, at¢é mesmo para paises
desenvolvidos (REZENDE et al, 2002). Milhares de espécies vegetais foram catalogadas
como portadoras de alguma propriedade de cura, entretanto pesquisas mais detalhadas devem
ser realizadas a fim de esclarecer o correto manejo para o preparo do medicamento, seja como
chd ou emplastos, pois em alguns casos a planta também pode apresentar fatores

toxicologicos.

Sendo assim, quanto maior for a diversidade disponivel de plantas, maior ¢ a chance
de serem encontrados potenciais fitoterapicos a ser pesquisados, o que transforma o Brasil
num grande foco de pesquisas relacionadas a medicamentos. O Brasil possui cerca de 50 mil
espécies de plantas identificadas, cerca de 20% do total de vegetais conhecidos pela
humanidade. Ou seja, o pais com a maior biodiversidade terrestre (MARTINS, 2009). Com
seus biomas distintos distribuidos pelo territério, nossa flora torna-se um patrimonio a ser

protegido e explorado com consciéncia.

A familia Aristolochiales ¢ uma das mais significativas no Brasil, chega a possuir 475
espécies e foi descrita por Antoine Laurent Jussieu. Sdo trepadeiras de caule com casca
espessa e sulcada, folhagem densa e brilhante, flores solitarias. Seu nome foi atribuido ao fato
de facilitarem o parto e estdo entre as mais antigas plantas a serem reconhecidas como
medicinais. As plantas desta familia sdo conhecidas popularmente por papo-de-peru,
milhomens, cipd de mil homens, jarra-agu, mata homes entre outras (HOEHNE, 1940-1968;

Di STASI, 2002).

Dentre seus géneros mais conhecidos (Thottea e Asarum) o Aristolochia é o mais
significativo no que tange as propriedades medicinais de suas aproximadamente 60 espécies.
Muitos componentes ja foram pesquisados e identificados dentro desse género, entre eles os
Acidos Aristoloquicos, terpendides, alcaloides, sesquiterpenolactonas, ligana, compostos
como [-cariofileno, a-copaeno, B-elemeno, o6-elemeno e a-humuleno. O acido aristoloquico
inclui elementos que causam infertilidade em propriedades antiestrogénica, anti-
implantacional, antiespermatogénica; além de antiofidico. Seus outros compostos atuam
como: redutor da pressdo arterial, relaxante muscular, analgésico, antitérmico, anti-
inflamatério, antisséptica, cicatrizante, antifingica e a mais relevante para este trabalho, a

antibacteriana (Di STASI, 2002).



A importancia sobre os cuidados e manejos de plantas medicinais, pesquisas e
posteriormente repasse das informagdes para a populacdo € corroborada pelos dados
toxicologicos obtidos através de pesquisas, que mostram o efeito de certos compostos com
atividades:  hepatotoxicas, nefrotoxica, aberragdes cromossomicas, carcinogénicas,

mutagénicas e abortivas (Di STASI, 2002).

Buscando caracterizar o elemento antibacteriano de Aristolochia gigantea Mart. &
Zucc. ¢ preciso extrair os compostos da planta. Villas Boas (2005) em seu trabalho concluiu
que seus extratos obtidos através do caule da planta possuem maior atividade do que os
extratos de folhas e flores. Apos essa etapa, um fracionamento do composto ¢ realizado

através de técnicas cromatograficas e cada uma das fragdes ¢ avaliada por testes de

antibiograma.

A Cromatografia teve seu inicio em 1987, quando uma composicao de petréleo foi
fracionada em terra Fuller por David Talbot Day, que passou a trabalhar em possiveis
aplicagdes para o método. Muitos outros trabalhos de grande importancia foram realizados a
partir da separacao de substancias desde entdo (como a separagdo da clorofila por Tswett).
Esta técnica consiste na separagdo, por meios fisicos e quimicos, de um composto ou amostra
através de fases solidas/liquidas ou liquidas/gasosas, dependendo da propriedade do
composto. A vantagem da HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) € que esta trabalha
com pressdes muito maiores do que a ambiente ¢ € uma técnica de ultra microandlise, ou seja,
pode detectar massas de componentes em quantidades infimas (menos de 10™g), de maneira

precisa (CIOLA, 2003).

A HPLC tem a capacidade de separar e realizar analises quantitativas de alta precisao
de diversos compostos em pouco tempo, com sensibilidade e eficiéncia. Ao invés de se
utilizar uma coluna de vidro e silica para a fase solida, como era feita na Cromatografia
Tradicional, essa utiliza colunas preenchidas com compostos porosos, normalmente
microesferas, compactados que tornam a separagdao muito mais detalhada e dependendo da
composi¢do, possibilitando o fracionamento de compostos que antes nao podiam ser
separados, pois formavam pares i0nicos com o recheio, como corantes polares, isdmeros e

outros (COLLINS, 1997).

Técnicas em laboratério foram desenvolvidas para avaliar “in vitro” a eficiéncia
antimicrobiana dos antibioticos assim que estes foram descobertos; percebeu-se que para

bactérias da mesma espécie, mas de amostras diferentes, 0 mesmo antibiotico atuava de
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maneira distinta para ambas, sendo mais ou menos resistentes. Logo, a caracterizacdo da
sensibilidade e resisténcia de uma bactéria a diferentes tipos de agentes antibidticos ¢

denominada Antibiograma (LACAZ, 1975).

Avalia-se a Atividade Microbiana através da quantidade minima do agente
antibacteriano necessaria para impedir o crescimento do organismo em teste, este valor e
denominado concentracdo minima inibitéria ou MIC (Minimun Inhibitory Concentration).
Caso as condi¢des de cultivos sejam padronizadas, € possivel avaliar diferentes agentes
microbianos e selecionar o mais eficaz contra um organismo patogénico. Para isso, condig¢des
como pH, aeracdo, composi¢do do meio de cultura e temperatura, por exemplo, devem ser

mantidas sobre controle (MADIGAN, 2010).

Uma das técnicas mais utilizadas para esta verificacdo ¢ a difusdo em disco. O
organismo a ser averiguado € inoculado em uma placa de Petri contendo um meio so6lido de
cultura. Em seguida, discos de papel filtros contendo concentracdoes conhecidas dos
antibioticos sdo colocados sobre a cultura da placa. O agente difunde-se da cultura para o agar
da placa durante a incubagdo. Ao redor do disco surge uma area onde houve a auséncia do
crescimento do microrganismo, determinada zona de inibic&o, caso o antibidtico tenha surtido

efeito.

Escherichia coli é uma bactéria Gram-Negativa e anaerobia facultativa, comumente
isolada em laboratorios para testes. Em humanos causa infecgdes como meningites,
septicemias, pneumonias, infecgdes urinarias e intestinais. Faz naturalmente parte da flora
intestinal de humanos e animais, entretanto algumas cepas patogénicas que podem causar
desde simples diarreias até diarreias fatais devido a grave desidratacdo (MURRAY, 1995;
SAVIOLLI, 2010).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-Positiva, cresce melhor em ambientes
anaerdbios, mas poder ser aerdbia facultativa. Esta espécie ¢ documentada como um patdgeno
oportunista em humanos, causadoras das maiores causas de morbidade ¢ mortalidade; suas
infeccdes podem ocorrer em diversos tecidos do corpo humano e incluem: pneumonia,
osteomielite, miocardicas, pericardicas, meningites, do trato urogenital, sistema nervoso
central e oOrgdos intra-abdominais, entre outras, além de também estar associada a

intoxicagdes alimentares (MURRAY, 1995).
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2.0 OBJETIVOS

Este trabalho visou reproduzir pesquisas previamente realizadas sobre os compostos
antibacterianos extraidos de folhas e do caule da espécie Aristolochia gigantea, possibilitando
refinar os resultados mediante a aplicacio do método de High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) e verificar possiveis novos dados para a identificagdo desses

compostos.

Para tal, Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram submetidos a antibiogramas
contendo extrato da planta. E os compostos presentes no extrato bruto extraido com hexano,

ou acetonitrila, foram detectados por HPLC.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Primeira Experimentacao

3.1.1 Coleta do Material Vegetal

Partes do caule de A. gigantea foram coletados do Jardim
Experimental da UNESP de Rio Claro utilizando-se uma tesoura
de poda, com o devido cuidado para nao serem cortados os
caules principais que mantém a planta. Os pedagos foram
repicados para atingirem um tamanho de aproximadamente cinco
a sete centimetros para facilitar os processos de secagem e
moagem. Em seguida, os pedagos foram secos durante sete dias
dentro de uma estufa no Departamento de Botanica (Instituto de

Biociéncias, Rio Claro), com o fluxo de ar ligado, o que acelerou

o processo de secagem dos caules, a temperatura aproximada de

Imagem 1. Aristolochia

30°C. gigantea, flor e folhas

Estes pedagos secos foram triturados com o auxilio de um moedor [Manesco &
Renieria, Modelo: Willey 1980] até a obten¢do de material finamente particulado da amostra
de caule, devidamente armazenado em um frasco de vidro fechado, até o momento de ser

utilizado nos experimentos.

3.1.2 Extragéo e filtracdo do material bruto

Pesou-se (Apéndice D - Imagem 2), com o auxilio de uma balanga de precisao
[Shimadzu, Modelo: BL-3200H], aproximadamente 37 g do p6 de caule que foi colocado
dentro de um frasco de vidro graduado de 500 ml (SCHOTT) com tampa juntamente com 150
ml de hexano (Apéndice D — Imagem 3) [Reagentes Analiticos IMPEX, Tipo: Hexano PA
PM 86,16]. Foi preparado um total de 10 frascos, mantendo a propor¢do de 1:4 (37 g pd/ 150
ml solvente). Optou-se o hexano, composto apolar, de acordo com os resultados obtidos em
estudos anteriores (Petrone, 2002 e Villas Boas, 2005) que concluiram ser o melhor solvente

para extrair as substancias que contém propriedades bactericidas do material vegetal.

Os frascos de vidro Schott contendo a propor¢ao 1:4 (37 g pd/ 150 ml solvente) foram

deixadas em agitagdo a 200 rpm em uma mesa de agitagao [Catel, Modelo: CFW08] durante
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10 dias (Apéndice D — Imagem 4). Apos este periodo, as amostras foram filtradas num funil
de Biicher contendo um disco de papel filtro comum em seu interior, além do auxilio de uma
bomba a vacuo [QUIMIS, Modelo: Q-355B2], conectada a um kitasato acoplado com o funil
(Apéndice D — Imagem 5). Com este processo foram obtidos 350 ml da mistura de material
bruto em hexano (B1), chamado de “Bruto”, pois ndo foi fracionado, amostra essa que foi

armazenada em um frasco de vidro.

Como neste trabalho visou o uso de HPLC para analise dos componentes
antimicrobianos presentes em A. gigantea foi realizado um teste com acetonitrila [J.T. Baker,
Modelo: FW 41.05 9017.03], pois este solvente de polaridade média ¢ o comumente utilizado
no HPLC. Assim, foi adicionada a acetonitrila a um tubo de ensaio contendo uma pequena

amostra de B1 e verificou-se que este diluia-se naquele solvente.

3.1.3 Antibiograma

Realizou-se um teste de antibiograma para verificar a possibilidade de haver atividade
antimicrobiana neste material bruto (B1. Sendo assim, procedeu-se a realizacdo das etapas
basicas de preparacdo dos discos e placas de Petri (LABORCLIN LTDA, 2011 e Bauer et al,
1966) contendo as bactérias a serem utilizadas no decorrer do trabalho. Portanto, todos os

testes de antibiogramas realizados a partir daqui foram preparados da mesma maneira.

3.1.3.1 Bactérias

Para os testes de antibiograma foram utilizadas as bactérias Gram-positiva
Staphylococus aureus [ATCC 6583], e outra Gram-negativa Escherichia coli [CCT 1361],
ambas responsaveis por infeccdes em seres humanos. Estas bactérias foram cultivadas e
mantidas em meio agar nutriente (NA) em tubos inclinados e apos o crescimento, mantidas

refrigeradas como estoque.
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3.1.3.2 Meios de Cultura

A etapa seguinte foi preparar os meios de cultura Brain Heart Infusion (BHI)
[HIMEDIA, Tipo: M210-500G] e Muller-Hinton (MH) [HIMEDIA, Tipo: M173-500G], a

partir das instru¢des contidas em suas embalagens:

- Meio Nutriente (NA): 0,3 g extrato de carne + 0,5 g peptona + 2,0 g 4gar em 100 ml de 4gua
destilada;

- Brain Heart Infusion (BHI): 3,7 g de BHI + 2,0 g 4gar em 100 ml de dgua destilada;

- Agar Mueller-Hinton (MH): 9,45 g de Mueller-Hinton + 9,00 g 4gar em 400 ml de 4dgua

destilada.

Placas de Petri, tubos de cultura e frascos de vidro Schott contendo os meios, discos de

papel e dgua destilada foram devidamente autoclavados [Phoenix, Modelo: AV-30].

Dois tubos de cultura contendo o meio BHI inclinado apds serem autoclavados foram
inoculados cada um com uma das bactérias (E. coli ou S. aureus), coletando-se uma pequena
amostra destas com o auxilio de uma alga metalica esterilizada em bico de Bunsen,
provenientes do cultivo em meio NA. Cada um dos tubos foi incubado mantido em estufa
[Biothec, Modelo: BT-62] durante 24 h a 35°C para o crescimento da cultura de bactérias.
Esse procedimento sempre foi realizado antes de cada inoculagdo nas placas de Petri dos
testes de antibiograma e tanto nesta etapa (chamada “repique”) quanto a de inoculacdo das
placas de Petri foram realizadas em capela de fluxo laminar [Filterflux, Modelo SBIIAI-
808/4]. Evitando-se assim qualquer tipo de contaminagdo por microrganismos do ambiente

(Apéndice D — Imagem 6).

3.1.3.3 Inoculacéo das placas de Petri

Apo6s o periodo de 24 h de cultivo em meio BHI preparou-se uma suspensdo das
bactérias em agua destilada, cada uma em um tubo diferente, até¢ que cada suspensdo atingisse
uma turvagao entre 0,5 a 1,0 dentro da escala de Mac Farland (LABORCLIN LTDA, 2011).
As bactérias foram a seguir transferidas para placas de Petri contendo meio MH, distribuido
uniformemente até ser formada uma fina camada no fundo da placa, com o auxilio de um

SWAB, espalhando-se a suspensdo de bactérias por toda a superficie.
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3.1.4 Primeiro Teste:

No total foram quatro placas de Petri: duas inoculadas por E. coli e duas inoculadas
por S. aureus. Em seguida foram dispostos os discos de 6 mm de diametros impregnados com
as amostras do produto bruto em cada placa, com o auxilio de uma pinga esterilizada

(Apéndice D — Imagem 7):

- Um disco contendo apenas hexano para verificar se o solvente produziria algum

efeito inibitdrio sobre o crescimento das bactérias (simbolo: H);

- Dois discos foram preparados contendo amostras de Bl diluidas em hexano

(simbolos: Bla e B1b) e foi preparado;
- Um disco contendo amostra B1 diluida em acetonitrila (simbolo: A).

Os discos foram preparados gotejando-se duas gotas de cada amostra por disco, cada
gotejamento repetido trés vezes com intervalos de uma hora cada, aguardando-se a
evaporacao do solvente fixando o extrato vegetal bruto. Adicionou-se ao centro de cada placa
um disco contendo o antibidtico gentamicina 10 pg/ml (simbolo: G) [DME, Tipo: GEN 10]
como controle, para estipular um padrao do tamanho dos halos de inibicdo gerados pelo

material bruto extraido de A. gigantea.

- Esquema das placas do Primeiro Teste (Figura 1; Apéndice E — Imagens 8 ¢ 9):

H

Blb G Bla

Figura 1. Esquema da Placa de Petri contendo os
discos impregnados com cada uma das substancias.
Duas placas para E. coli e duas para S. aureus.

Estas placas incubadas durante 24 h a 35°C para o crescimento das bactérias. Caso
houvesse algum resultado positivo os halos inibicdo de crescimento, ao redor dos discos

foram medidos com o auxilio de uma régua e comparados com aqueles produzidos pela
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gentamicina. Caso o extrato estivesse muito diluido foi realizado um procedimento para

concentrar o extrato B1.

3.1.5 Concentracdo do material bruto

Concentrou-se a amostra liquida de Bl em um béquer num banho-maria
[Hemoquimica, Modelo: HM1003] a aproximadamente 55°C por 30 min, dentro de capela
com o exaustor ligado (Apéndice E — Imagem 10). O béquer foi pesado antes do
procedimento (107,5 g) e depois dele (110,66 g) para assim se obter a quantidade de material
bruto obtido apds a concentragao (3,16 g). Esta amostra foi mantida dentro de capela para as

proximas etapas (Apéndice E — Imagem 11).

Esta concentragdao do material vegetal foi realizada para potencializar os efeitos da
substancia bactericida presente na amostra, visto que a propria gentamicina comercial estd
concentrada e purificada nos discos, apresentando um halo de aproximadamente 2,0 cm. Os

efeitos desse procedimento podem ser vistos pelo resultado do proximo teste.

3.1.6 Sequndo Teste:

Em duas placas de Petri (mesmo procedimento padrdo), cada uma contendo E. coli e
S. aureus e com o disco padrao de gentamicina (G), foram acrescentados os seguintes discos

(Apéndice E — Imagem 12):

- Um disco impregnado com acetonitrila (A) para verificar se esta possui ou nao efeito

inibitorio sobre o crescimento das bactérias;

- Um disco contendo a pasta bruta concentrada do material B1 colocada diretamente

sobre o disco (C);

- Dois discos contendo o material B1 diluido em acetonitrila (D).
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- Esquema das placas para o Segundo Teste (Figura 2; Apéndice E — Imagem 13,
Apéndice F — Imagens 14, 15 e 16):

Figura 2. Esquema da Placa de Petri contendo os
discos impregnados com cada uma das substancias.
Uma placa para E. coli e uma para S. aureus.

Apods as 24 h de crescimento a 35°C dentro da incubadora, devido aos resultados
negativos, foi realizado um terceiro teste para verificar o devido funcionamento dos discos.
Nele, dois discos puros foram imersos juntamente com dois discos de gentamicina em tubos
de cultura, um contendo 4gua e outro alcool (1 ml cada), e agitados com o auxilio de um
Agitador de Tubos [PHOENEX, Modelo: AP-56] para diluir o antibiotico dos discos padroes

para os discos puros.

3.1.7 Terceiro Teste:

Preparadas duas placas de Petri (procedimento padrdo) cada uma contendo E. coli e S.
aureus. Os discos puros foram deixados imersos juntamente com os discos contendo
gentamicina durante 5 h; apds esse periodo foram deixados para secar durante 24 h dentro da

Capela de Fluxo Laminar até secarem naturalmente.

Os resultados foram positivos (Apéndice A — Tabela 4) demonstrando assim que os

discos estavam funcionando normalmente.

3.2 Sequnda Experimentacao

Foi realizada uma nova coleta no Jardim Experimental da UNESP de Rio Claro. Desta

vez, além do hexano, a acetonitrila foi utilizada como solvente do material bruto.
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3.2.1 Coleta do Material

Caules e folhas de A. gigantea foram coletados com o auxilio de uma tesoura de poda.
Os materiais foram secos ao ar livre protegidos contra chuva durante sete dias. A seguir as
amostras foram moidas separadamente ¢ armazenadas assim como foi realizada a primeira

coleta (Apéndice F — Imagem 15).

3.2.2 Extracao e filtracdo do material bruto
Foram preparados:

- Dois frascos de vidro de 500 ml, contendo cada um 37 g de pd de caule para 200 ml

de hexano;

- Dois frascos de 500 ml, um contendo 37 g do p6 de caule com 200 ml de acetonitrila

e outro com 14 g de p6 de caule para 100 ml de acetonitrila;

- Dois frascos contendo 21 g de p6 de folha ambas, com 100 ml de hexano em um e o

outro com 100 ml de acetonitrila.

Estes frascos de vidro (Apéndice F — Imagem 17) foram deixadas em agitagao por 10

dias a 220 rpm.

A filtragdo foi realizada da mesma maneira que a primeira. Um kitasato acoplado a
uma bomba a vacuo suportando um funil de Biicher que continha um disco de folha de papel
filtro, umedecido com o solvente correspondente a cada filtragdo para que menos material
bruto fosse retido no filtro. Obteve-se: 140 ml de extrato caule/hexano; 150 ml de extrato
caule/acetonitrila; 25 ml de extrato folha/hexano; 50 ml de extrato folha/acetonitrila. Cada
uma destas amostras fara parte do conteudo B2, para diferenciar do material extraido na

“Primeira experimentacao”.
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3.2.3 Quarto Teste:

Preparou-se duas placas de Petri, cada uma contendo uma das bactérias. Foram
aprontados dois discos para cada uma das amostras (caule/hexano, caule/acetonitrila,
folha/hexano, folha/acetonitrila), sendo imersos dentro de tubos de cultura contendo cada uma
delas, totalizando oito discos com amostras da B2. Preparou-se ainda discos com gentamicina,
como referéncia. Utilizou-se também a amostra B1 bruta diluida em hexano. Logo, cada placa

recebeu:
- Um disco contendo a amostra caule/hexano (CH);
- Um disco contendo a amostra caule/acetonitrila (CA);
- Um disco contendo a amostra folha/hexano (FH);
- Um disco contendo a amostra folha/acetonitrila (FA);
- Um disco contendo a amostra gentamicina/agua (GA);
- Um disco contendo a amostra gentamicina/alcool (GAl);
- Um disco contendo padrao de gentamicina (G).

- Esquema das placas do Quarto Teste (Figura 3):

Figura 3. Esquema da Placa de Petri contendo os
discos impregnados com cada uma das substancias.
Uma placa para E. coli e uma para S. aureus.

3.2.4 Concentracao do material bruto

Dos volumes finais obtidos de cada uma das quatro amostras (caule/hexano,

caule/acetonitrila, folha/hexano, folha/acetonitrila) separou-se 50% do volume para ser feita a
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concentragdo, os outros 50% restantes foram reservados. Cada amostra foi colocada em
béquer dentro de um banho-maria a uma temperatura aproximada de 50°C até consisténcia de
uma pasta no fundo de cada béquer. O tempo variou para cada amostra devido a quantidade

de solvente.

A amostra Bl, anteriormente concentrada foi colocada em uma placa de Petri e
deixada numa estufa a aproximadamente 30°C, durante uma hora, para ser ainda mais

concentrada.

3.2.5 Quinto teste:

Para este teste, foram inoculadas duas placas de Petri, uma com E. coli e outra com S.
aureus, reativadas por repicagem em tubos contendo o meio BHI. Os discos foram
preparados de diferentes maneiras: oito discos foram mergulhados nas pastas formadas devido
a concentracdo do material proveniente da segunda coleta; sendo dois discos para cada uma
das amostras (caule/hexano, caule/acetonitrila, folha/hexano, folha/acetonitrila). Outros oito
discos foram submetidos ao procedimento de gotejamento das amostras ndo concentradas,
cada um com duas gotas a cada hora de intervalo, por quatro vezes. Quatro discos foram
colocados na superficie da amostra B1 concentrada para absorvé-la sendo dois apds a primeira

concentracdo e dois apds a segunda concentragdao. Cada placa de Petri recebeu os discos:
- Um de controle de gentamicina (G);
- Um contendo a amostra B1 concentrada (B);
- Um contendo a amostra B1 concentrada pela segunda vez (B+);

- Quatro cada um contendo uma das amostras da segunda extragdo, preparados pelo
processo de gotejamento (caule/hexano CH, caule/acetonitrila CA, folha/hexano FH,

folha/acetonitrila FA);

- Quatro cada um contendo uma das amostras da segunda extragdo, porém
concentradas (caule/hexano CH+, caule/acetonitrila CA+, folha/hexano FH+,

folha/acetonitrila FA+).
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- Esquemas das placas para o Quinto Teste (Figura 4; Apéndice F — Imagens 18 e 19):

Figura 4. Esquema da Placa de Petri contendo os
discos impregnados com cada uma das substancias.
Uma placa para E. coli e uma para S. aureus.

Mesmo havendo resultado positivo na placa de S. aureus, devido a algum erro de
técnica, as bactérias ndo se desenvolveram de maneira homogénea (no caso da S. aureus) ou
nem mesmo foram inoculadas, havendo falta de qualquer crescimento (ocorrido com a E.
coli). Por este motivo, um novo teste (Sexto teste) foi realizado com as mesmas amostras do
Quinto Teste, além de um novo meio MH das placas de Petri, pois o anterior havia se

esgotado.

3.2.6 Sexto teste:

Pare este teste foi levantada a hipotese da agua destilada (utilizada para fazer a
suspencao de bactérias que precede a inoculagdo das placas de Petri através do SWAB), estar
rompendo a parede celular das bactérias por osmose, processo conhecido como hidrdlise. Por
este motivo, além da suspensdo em agua destilada também foi efetuada a suspensao em meio
de cultura BH liquido, ou seja, uma salina que manteria a concentragdo salina do meio com a

concentragao do interior das bactérias.

Portanto quatro placas de Petri foram inoculadas, duas com E. coli e duas com S.
aureus, e dentro de cada par, uma foi pela suspengdo em agua destilada (H,OD) e a outra por

salina do meio BH.

Além disso, os discos contendo as amostras foram pesados antes e depois de conté-las
para averiguar a quantidade de material retida por eles, apds 15 min da aplicacdo (Apéndice B

— Tabela 7). Por fim, cada uma das quatro placas recebeu:
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- Um disco contendo acetonitrila (para controle da verificagdo de sua influéncia sobre o

crescimento das bactérias) (A);
- Um disco contento hexano (mesmo motivo descrito acima) (H);
- Um disco contendo gentamicina (padrao) (G);

- Quatro discos, cada um contendo uma das amostras liquidas (caule/hexano CH,

caule/acetonitrila CA, folha/hexano FH, folha/acetonitrila FA);

- Quatro discos, cada um contendo uma das amostras concentradas (caule/hexano CH+,

caule/acetonitrila CA+, folha/hexano FH+, folha/acetonitrila FA+).

-Esquema das placas do Sexto Teste (Apéndice G — Imagens 20, 21, 22 e 23):

Figura 5. Esquema da Placa de Petri contendo os
discos impregnados com cada uma das substancias.
Duas placas para E. coli e duas para S. aureus.

3.3 Terceira Experimentacdo

3.3.1 Cromatografia em coluna

Para a realizagdo da separagdo por coluna cromatografica, mais material vegetal
precisou ser extraido, resultando numa terceira coleta de caules no Jardim Experimental da
UNESP. Estes foram deixados para secar naturalmente em temperatura ambiente por dez dias.

Foram moidos obtendo-se 245 g de po6 desses caules.

Foram preparados seis frascos de vidro graduados contendo 40 g do p6 para 200 ml de
hexano. Deixados em agitacdo a 210 rpm durante sete dias. Retirado a solugdo apds esse
periodo, a massa vegetal ainda contida nos frascos foi pressionada contra uma peneira
metalica podendo assim ser extraido uma maior quantidade de solugdo bruta. Solugdo esta que

foi filtrada da mesma maneira que as anteriores, utilizando-se um funil de Biichen contendo
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uma camada de papel filtro, sobre um kitasato ligado a uma bomba a vacuo. Com este
procedimento, foram obtidos 450 ml de material bruto, que foi concentrado em banho-maria

até o volume de 200 ml. Este material passara a ser identificado como B3.

A coluna de vidro foi montada com a utilizagdo de uma bureta de 5 cm de diametro
com suas extremidades cortadas por um técnico do laboratério. Duas rolhas de borracha
tampavam as extremidades da bureta e continham um orificio cada uma para entrada ¢ saida
de liquidos através de canaliculos de vidro. Conectada através de uma mangueira de borracha
ao topo da bureta, encontra-se um reservatorio contento os 200 ml de amostra bruta em
hexano. A base da coluna foi revestida com duas camadas de uma fina trama de linha

sintética, para segurar a mistura de silica e hexano (Apéndice G — Imagem 24).

Esta mistura foi preparada adicionando-se hexano e silica em p6 a um béquer até que
uma pasta fosse formada, para depois ser assentada cuidadosamente dentro da coluna de
vidro. Essa camada de silica compactada ¢ a fase solida da coluna, onde as particulas
diminutas que a compdem vao reter as diferentes moléculas da amostra de acordo com seu
peso e tamanho; as mais leves e menores passam primeiro, sendo as primeiras amostras a

serem coletadas, enquanto as maiores e mais pesadas demoram a descer, sendo as ultimas a

serem coletadas. O fluxo da amostra ¢ mantido pela fase liquida, que nesse caso ¢ o hexano.

Apds a montagem da coluna, as torneiras do sistema foram abertas e deu-se inicio ao
gotejamento da amostra que lentamente comecou a ser separada pela camada compactada de
silica gel. Passado algum tempo, foram coletadas em tubos de ensaio as primeiras amostras
que ja apresentavam uma coloracdo amarelada, distinta do hexano puro que ¢ transparente;
procedimento devidamente cronometrado, anotando-se o inicio e o tempo final da coleta
durante o fracionamento total da amostra. Durante todo o procedimento a fase fixa da coluna
foi mantida sempre umida, emersa em liquido (seja da amostra ou de hexano) pois caso
contrario, caso ela secasse, estaria sujeita a rachaduras e aberturas onde a amostra correria

mais facilmente, inutilizando totalmente a eficiéncia da coluna.

Apo6s o término do experimento, a coluna de vidro foi desmontada e seu contetido foi
retirado cuidadosamente de dentro: um cilindro de silica gel endurecido contendo as diferente
camadas coloridas da separacdo da amostra (Apéndice G — Imagem 25). Cada regido foi
coletada com o auxilio de uma espatula e reservadas em tubos de ensaio diferentes. Para
futuros testes, sera utilizada a regido mais avermelhada da coluna, pois com estudos e

resultados de trabalhos anteriores (VASCONCELOS, 2008 ¢ NERY, 2011) esta coloragao
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estd associada a taninos: substincias desse grupo apresentam anéis benzénicos e em geral
possuem efeitos bactericidas, seja por inibicdo de enzimas fundamentais as bactérias,
modificacdes na estrutura e funcionalidade da membrana celular ou a complexagdo com ions

metalicos também fundamentais para a manutengdo das bactérias.

3.3.2 Testes com HPLC

Os testes em HPLC foram realizados na sessdo técnica de uma empresa especializada
nesse tipo de equipamento com o auxilio de um técnico do local. Primeiramente as amostras
de B1, caule/acetonitrila de B2, e regido vermelha de B3 foram escolhidas para a realizacao
dos experimentos. Apenas a amostra caule/acetonitrila foi escolhida dentre as outras de B2
por ter apresentado os melhores resultados. A amostra de B1, que foi extraida via hexano e
concentrada posteriormente, foi resuspendida com acetonitrila por ser um dos compostos
padrdes a ser utilizados na HPLC, para o qual os equipamentos ja aviam sido preparados. Isso
vale para a silica da regido vermelha coletada de B3, também resuspendida com acetonitrila.
Todas as amostras foram resuspendidas e diluidas um pouco mais em acetonitrila mantendo-
se a mesma concentragdo para as trés (propor¢cdo 1:6 — vegetal:eluente), para facilitar sua

“corrida” pelo equipamento de HPLC (Apéndice H — Imagem 26).

Primeiramente foi realizado o teste com o Espectrofotometro (Mapada, Modelo: UV-
6100PCS). Este equipamento produz luz em comprimentos de onda especificos, e detecta se
ha absorbancia de luz numa determinada amostra (Apéndice H — Imagem 27). Uma das fontes
de luz (uma lampada de Deutério ou Xenonio) emite radiacao eletromagnética na regido UV
do espectro, e uma segunda fonte de luz (lampada de Tungsténio) emite luz com
comprimentos dentro da regido visivel de um espectro. A absorbancia de luz determina se
algum outro composto — que ndo o “branco” (amostra padrao de absorbancia zero: nesse caso

serd acetonitrila) esta presente na amostra (ONO, 2000).

Alguns mililitros da amostra de B1 foram filtrados através de um filtro de seringa e
despejados entdo dentro de uma cubeta de quartzo, devidamente limpa para que ndo haja
influéncia na leitura. A cubeta foi introduzida dentro do equipamento para que a leitura do
material fosse realizada pelos comprimentos de onda de 190A até 600 A. O procedimento foi

realizado igualmente para a amostra caule/acetonitrila B2 e regido vermelha B3.
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Depois do teste no Espectrofotometro, as amostras foram coletadas separadamente
com o auxilio de uma seringa de inje¢cdo no Cromatografo (YL, Modelo: Allcrom YL 9100),
50 ul cada, e uma por vez foi injetada (Apéndice H — Imagem 28) no HPLC devidamente
padronizado para este tipo de experimento (padrdes estes que podem ser visualizados no
Apéndice L — Relatorio de testes em HPLC). O cromatdgrafo estava equipado com um
detector PDA, o que tornou capaz a producdo em graficos 3D (Apéndices N e O — Relatorio
dos testes em HPLC). Cada amostra foi deixada para eluir pela coluna durante 20 min. Os

graficos e resultados foram salvos em PDF em um pendrive.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Antibiogramas

Os resultados do Primeiro Teste foram todos negativos para a presenca de halo tanto

para E. coli tanto para S. aureus, em todas as amostras (Apéndice A — Tabela 2). Apenas a
gentamicina apresentou média de halos de 1,8 cm. Um resultado negativo era esperado para
hexano indicando que ele ndo afetou o crescimento das bactérias, inibindo-as, sendo assim
qualquer halo proveniente causado pelos discos serd resultado do(s) componente(s)

antibiotico(s).

O Segundo Teste demonstrou que a concentragdo do material vegetal foi um

procedimento eficaz para potencializar a a¢do inibitéria do composto bactericida presente na
amostra vegetal. Um disco contendo o material B1 concentrado apresentou um halo inibitorio
de 0,7 cm para S. aureus (Apéndice A — Tabela 3) enquanto os discos contendo material
diluido resultaram em 0,0 cm de halo. A gentamicina seguiu apresentando um halo médio de

2,0 cm, tamanho dentro de padrdes laboratoriais para S. aureus (LABORCLIN, 2011).

Os resultados positivos para a inibicdo obtida através do Terceiro Teste demostram
que os discos de papel estavam funcionando corretamente, eliminando esse fator que foi dado
como possivel devido a alguns resultados negativos obtidos nos dois testes anteriores

(Apéndice A — Tabela 4).

No Quinto Teste podemos verificar uma forte resposta inibitoria das amostras dos
extratos vegetais (Apéndice B — Tabela 6). Todas as amostras concentradas apresentaram um

valor significativo, com exce¢do da amostra folha/hexano que foi nula. Aqui vale ressaltar o
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valor obtido para caule/acetonitrila concentrado, chegando a se equiparar com o valor da
gentamicina industrial, de onde pode-se sugerir um grande potencial bactericida por parte da
planta, uma vez que as amostras sdo nao purificadas e ndo concentradas na mesma qualidade

em que se encontravam os discos de gentamicina.

Os valores obtidos no Sexto Teste ressaltam trabalhos anteriores que apontam o caule
de A. gigantea como a estrutura da planta com maior eficiéncia antibidtica, onde se localiza a
maior concentragdo deste composto. Apenas os discos contendo extratos dos caules em

acetonitrila e hexano apresentaram resultados inibitorios (Apéndice C — Tabela 8).

Todos esses testes e experimentagdes realizados durante os meses de trabalho serviram
para a compilacao de dados, a grande maioria referente aos halos de inibi¢ao produzidos pelas
amostras extraidas do material vegetal de A. gigatea. Todos os dados estdo presentes nos
Apéndices deste trabalho, sendo que estes nimeros foram reunidos em uma tUnica tabela que
melhor demostra a comparagdo respostas das bactérias a diferente métodos e amostras de
material. Nota: Bruto 2 correspondem as amostras obtidas da segunda extragdo realizada,

correspondente ao material utilizado no Quarto, Quinto e Sexto Testes.

No Quinto Teste, devido a morte das bactérias ou algum possivel erro de técnica, nao
houve crescimento de E. coli na placa de Petri, ante que nem mesmo o antibidtico

gentamicina produziu halo e visivelmente a placa estava “limpa” (Apéndice F — Imagem 19).

Tabela 1 — Compilacéo de resultados relevantes dos testes realizados em antibiogramas

contra E. coli e S. aureus
Halo (diametro

E. coli S. aureus
em cm)
Quinto Teste Sexto Teste Quinto Teste Sexto Teste
Bruto 1
- 0,0 1,0 -
caule/hexano ’ ’
Bruto 2 ] 0,0 12 1,0
caule/hexano
Bruto 2 - 0,0 23 1.6
caule/acetonitrila
Bruto 2
folha/hexano i 0.0 0 0
Bruto 2
folha/acetonitrila i 0.0 0.9 0
Gentamicina - 2,0 2,0 2
Legenda: (-) simboliza auséncia de dados
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Verificam-se varios possiveis dados a serem debatidos, dentre eles a baixa eficiéncia
do provavel componente bactericida em E. coli, onde nenhum ou um valor ndo significativo

de halo foi obtido nos testes a partir do material vegetal.

As amostras de folhas apresentaram nenhum ou baixo resultado quando comparados

aos valores obtidos com os caules.

Comparada com o hexano, as amostras extraidas com acetonitrila apresentaram
melhores resultados de halo. Uma vez que ela possui polaridade média pode ter extraido

compostos que o hexano, mais apolar, ndo extraiu.

O principio ativo presente no Bruto 2 de caule extraido com acetonitrila permitiu obter
um valor de halo semelhante ao antibidtico gentamicina comercial purificado. Mostrando que
ha um potencial muito grande de pesquisa sobre este efeito bactericida de A. gigantea em
bactérias Gram-Positivas como o S. aureus, um dos principais causadores de infec¢cdes na

atualidade.

4.2 Coluna cromatografica

O experimento da coluna cromatografica teve de ser interrompido por conta de um
pequeno problema, ndo possibilitando a coleta das fragdes separadas a amostra B3 (Apéndice
G — Imagem 24). Mas, seu material nao foi desperdicado e as diferentes camadas de cores,
que correspondiam a diferentes compostos, foram armazenadas. Dentre elas a camada mais
avermelhada onde provavelmente se encontra o composto antibactericida, possivelmente

pertencente ao grupo dos taninos.

43 HPLC

Os graficos obtidos pelo Espectrofotometro (Apéndices I, J e K) ndo podem nos dizer
muita coisa visto que a analise foi realizada com amostras vegetais brutas, ndo fracionadas ou
purificadas, resultando num amontoado de substancias que absorveram a luz do equipamento,

o que pode ser visto na faixa de comprimento de onde de 200 a 300 nm.

Os resultados obtidos pelo método de HPLC exemplificam a diferenga entre extragdes

com hexano e com acetonitrila. O Grafico 1 (Apéndice L) foi resultado da analise da amostra
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de caule extraida com acetonitrila (B2), o Grafico 2 (Apéndice M) da amostra de caule
extraida com hexano (B1l) e o Grafico 3 (Apéndice L) da regido vermelha recolhida da coluna
de silica que fracionou a amostra de caule B3. Comparando-se os trés podemos verificar que
em todos foram detectadas praticamente os mesmos picos, ou seja, as mesmas substancias
porem em diferentes concentragdes (altura x largura do pico). No grafico de B2 podemos ver
que as substancias mais leves, picos entre 2 ¢ 3 mim, foram mais significativas enquanto para
B1, substancias retidas por mais tempo na coluna, mais pesadas deram os maiores picos. A
amostra de B3 também apresenta maior relevancia nos mesmos picos que Bl justamente por

ter sido extraida da mesma maneira: utilizando-se hexano como solvente.

De acordo com os resultados dos halos nos antibiogramas deste trabalho, pode-se
inferir que a substancia bactericida € representada por um dos trés primeiros picos no grafico
1 (acetonitrila) uma vez que eles simbolizam as substancias que mais se caracterizam nessa
amostra. Entretanto as amostras extraidas por hexano, que apresentaram resultados menores
de halos, também apresentaram os mesmos picos no mesmo intervalo de tempo também em
menor escala, assim como os halos, fortalecendo essa dedugdo. Entretanto os trabalhos
anteriores a este apresentaram amostras extraidas por hexano com excelentes resultados de
inibicao; logo, os outros 2 picos significativos apresentado apds os 4 min (graficos 2 e 3) nao

podem ser descartados pois também podem caracterizar o componente bactericida da planta.
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5.0 CONCLUSOES

- Mais estudos devem ser dirigidos as propriedades bactericidas de A. gigantea, pois
de acordo com os dados obtidos nesse trabalho esta planta possui um bom potencial inibidor
do crescimento de bactérias Gram-Positivas, chegando a ser um dos resultados tdo eficiente

quanto o antibidtico padrdo gentamicina.

- A acetonitrila mostrou-se mais eficiente na extragao do(s) composto(s) desejado(s)
quando comparado aos resultados obtidos através do hexano. Além disso, facilita as pesquisas
em HPLC por ser um solvente padrdo para os equipamentos, ndo havendo a necessidade de se

tratar ou dissolver a amostra vegetal em outra substancia.

- Corroboraram-se os resultados de trabalhos anteriores que apontaram o caule da
planta como a estrutura vegetal que mais concentra o(s) composto(s) bactericida(s) quando

comparado as folhas de A. gigantea.

- A HPLC foi eficiente para a determinagdo de certas propriedades das amostras e
comparagdo entre os diferentes métodos de extracdo. Para estudos futuros sugere-se a
utilizacao da técnica de espectrometria de massa acoplada a cromatografia para auxiliar na

caracterizacdo dos componentes bactericidas.
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APENDICE A — Tabelas de resultados

Tabela 2 — Resultado do Primeiro Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes
extratos comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halo (diametro . .
E. coli 1 E. coli 2 S. aureus 1 S. aureus 2
em cm)

Hexano (H) 0,0 0,0 0,0 0,0
Bruto 1 (B1b) 0,0 0,0 0,0 0,0
Bruto 1 (B1a) 0,0 0,0 0,0 0,0

Acetonitrila (A) 0,0 0,0 0,0 0,0
Gentamicina (G) 1,5 1,8 2,0 2,0

Tabela 3 - Resultado do Segundo Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes
extratos comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halo (diametro em cm) E. coli S. aureus
B1 diluido (D) 0,0 0,0
B1 concentrado (C) 0,0 0,7
Acetonitrila (A) 0,0 0,0
Gentamicina (G) 2,0 2,0

Tabela 4 - Resultado do Terceiro Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes
extratos comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halo (diametro em cm) E. coli S. aureus
H,0 2,00 0,00
Alcool 1,00 1,00

Tabela 5 - Resultado do Quarto Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes extratos
comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halo (diametro em cm) S. aureus
Caule/hexano (CH) 0,0 0,0
Caule/acetonitrila (CA) 0,0 0,0
Folha/hexano (FH) 0,0 0,0
Folha/acetonitrila (FA) 0,0 2,2
Gentamicina em agua (GA) 1,50 0,00
Gentamicina em alcool (GAL) 1,00 1,00
B1 em hexano (BH) 0,00 0,00
Gentamicina (G) 1,50 0,7
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Tabela 6 - Resultado do Quinto Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes extratos

comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Halo (diametro em cm)

E. coli

S. Aureus

Gentamicina 0,00 2,00
Bruto 1 (B) 0,00 1,00
Caule/hexano concentrado (CH+) 0,00 1,20
Caule/acetonitrila concentrado (CA+) 0,00 2,30
Folha/hexano concentrado (FH+) 0,00 0,00
Folha/acetonitrila concentrado (FA+) 0,00 0,90
Bruto 1 mais concentrado (B+) 0,00 1,00
Folha/acetonitrila (FA) 0,00 0,00
Folha/hexano (FH) 0,00 0,00
Caule/acetonitrila (CA) 0,00 2,20
Caule/hexano (CH) 0,00 1,00
Tabela 7 - Valores da pesagem dos discos do Sexto Teste
Massa (g) Antes Depois
A 0,0149 0,0153
Caule/hexano
B 0,0154 0,0161
o A 0,0143 0,0161
Caule/acetonitrila
B 0,0138 0,0162
A 0,0140 0,0159
Folha/hexano
B 0,0153 0,0175
. A 0,0153 0,0177
Folha/acetonitrila
B 0,0160 0,0184
o A 0,0147 00166
Acetonitrila
B 0,0150 0,0192
A 0,0160 0,0219
Hexano
B 0,0157 0,0162
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APENDICE C - Tabelas de resultados

Tabela 8 - Resultado do Sexto Teste, referente a atividade antimicrobiana dos diferentes extratos

comparado com gentamicina sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus

N E. coli S. aureus
Halo (diametro em cm)

H,O0D BH H,OD BH
Caule/hexano 0,00 0,00 0,00 0,00
Caule/acetonitrila 0,00 0,00 1,50 0,00
Folha/hexano 0,00 0,00 0,00 0,00
Folha/acetonitrila 0,00 0,00 0,00 0,00
Caule/hexano Concentrado 0,00 0,00 1,00 0,00
Caule/acetonitrila Concentrado 0,00 0,00 1,60 0,00
Folha/hexano Concentrado 0,00 0,00 0,00 0,00
Folha/acetonitrila Concentrado 0,00 0,00 0,00 0,00
Acetonitrila 0,00 0,00 0,00 0,00
Hexano 0,00 0,00 0,00 0,00
Gentamicina 1,80 2,00 2,00 1,8
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APENDICE D - Fotografias do trabalho

Imagem 2 — Pesagem do po6 a ser colocado Imagem 5 — Sistema de Filtracdo: bomba a
em frascos SCHOTT. vacuo, kitasato, funil de Biicher, papel
filtro ¢ frascos de amarzenamento.

Imagem 3 — Frascos SCHOTT de 500ml

contendo o material vegetal juntamente Imagem 6 — Inoculagdo das placas de Petri
com hexano como eluente. dentro de uma Cabine de Seguranca
Bioldgica.

Imagem 4 — Frascos SCHOTT submetidos
a Mesa de Agitacao. Imagem 7 — Discos do Primeiro Teste
contendo amostra liquida de B1.
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APENDICE E - Fotografias do trabalho

Imagem 8 — Resultado do Primeiro Teste
para S. aureus.

Imagem 9 — Resultado do Primeiro Teste
para E. coli.

Imagem 13 — Resultado do Segundo Teste

Imagem 10 — Concentragao de B1 em )
para E. coli.

banho-maria.
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APENDICE F — Fotografias do trabalho

Imagem 14 — Resultado do Segundo Teste Imagem 17 — Frascos SCHOTT contendo
para S. aureus. as amostras de caule e folha em hexano e
acetonitrila.

Imagem 15 — Aproximacao no disco de B1

concentrado que apresentou um pequeno Imagem 18 — Resultado do Quinto Teste
halo de inibigao. para S. aureus.

Imagem 19 — Resultado do Quinto Teste
para E. coli.

Imagem 16 — P6 proveniente da moagem
das folhas de A. gigantea.
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APENDICE G - Fotografias do trabalho

Imagem 20 — Resultado do Sexto Teste Imagem 23 — Resultado do Sexto Teste
para S. aureus em agua destilada. para E. coli em salina de HB.

Imagem 24 — Coluna cromatografica antes

Imagem 21 — Resultado do Sexto Teste .
do experimento.

para S. aureus em salina de HB.

Imagem 25 — Camadas da amostra

Imagem 22 — Resultado do Sexto Teste separadas pela silica gel compactada.

para E. coli em agua destilada



APENDICE H - Fotografias fo trabalho

Imagem 26 — Equipamento de HPLC
(Cromatografo)

Imagem 27 — Equipamento de
Espectrofotometria

Imagem 28 — Amostra sendo injetada no
HPLC
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Result Table (ESTD - Amostra Caule Aceto. B3 - Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] [-1 Name
1 2,063 883,154 88,883 18,5 18,1 0,10 970 : Extragao em Acetonitrila
2 2,423 1414,792 973
3 2,780 1532,816 112,126 32,1 22,8 0,19 991
4 5,177 939,320 82,316 19,7 16,7 0,17 987
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Result Table (Uncal - Amostra Caule Aceto. B2 - Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Peak Purity Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] [-] Name
1 2,180 173,635 42,485 1,5 4,2 0,07 940 : Extragdo hexano
2,517 385,672 992
3 2,803 124,929 14,541 1,1 1,4 0,16 985
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1 2,013 18,373 4,962 0,5 2,1 0,07 994 : Regido Vermelha
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Material Marca Modelo/Tipo
Acetonitrila 1 J.T. Baker FW 41.059017.03
Agitador de tubos PHOENIX AP-56
Autoclave vertical Phoenix AV -30
Bacillus subtilis - CCT2576
Balanga de preciséao Shimadzu BL-3200H
Banho Maria Hemoquimica HM1003
Bomba QUIMIS Q-355B2
Capela de fluxo laminar Filterflux SBIIA1-808/4
Escherichia coli - CCT1361
Incubadora B.O.D. Biothec BT-62
Gentamicina DME GEN 10
Heart Brain Infusion (HBI) HIMEDIA M210-500G
Hexano Reagentes Analiticos IMPEX Hexano PA / PM 86,16
Mesa de agitacdo Catel CFWO08
Moedor Manesco & Renieri Willey 1980
Muller-Hinton (MH) 1 HIMEDIA M173-500G
Muller-Hinton (MN) 2 HIMEDIA M 391
Staphylococcus aureus - ATCC 6583
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