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RESUMO

Muitas plantas pertencentes a regiao do Cerrado tém sido empregadas no
tratamento de diversas doencgas, como é o caso da Byrsonima pachyphylla A. Juss.
Esta espécie € uma arvore conhecida popularmente como murici e que faz parte da
familia Malpighiaceae. As folhas, raizes e cascas de espécies de Byrsonima sao
utilizadas pela medicina popular contra infeccées intestinais, em feridas crbnicas,
afeccdes de boca e garganta e como adstringente. A literatura cientifica apresenta
trabalhos que revelam atividade antibacteriana do género Byrsonima contra
Staphylococcus aureus. Investigagdes fitoquimicas do género Byrsonima apontam a
presenca de taninos, flavonoides e catequinas. No estudo realizado, o extrato
metandlico de folhas de B. pachyphylla foi fracionado por particdo liquido-liquido
utiizando agua, acetato de etila e n-butanol. O extrato e as fracbes foram
solubilizados em diluentes adequados e testados contra S. aureus, E. coli e H.pylori
através da técnica de diluicdo em microplaca com determinagcdo da concentracao
inibitéria minima (CIM). Uma das fracdes ativas (acetato de etila) foi fracionada
através de cromatografia em coluna (CC). As fragdes obtidas foram agrupadas de
acordo com a semelhanca do perfil em cromatografia em camada delgada (CCD).
Seis dessas fragdes foram testadas contra S. aureus pela mesma metodologia
citada. O extrato e as fracdes acetato de etila, n-butanol e 98 foram submetidos a
triagem fitoquimica e analises em CCD empregando fase movel e reveladores
seletivos para taninos. As fragbes n-butanol e acetato de etila apresentaram
atividade antibacteriana contra S.aureus. O fracionamento da fragcdo acetato de etila
resultou em 98 fracdes, agrupadas em 15 pela semelhanca em CCD. Das 6 fracoes
testadas, 4 apresentaram atividade contra S. aureus, destacando-se a 98 que

apresentou valor de CIM de 125 ug/mL, igual a das fracdes acetato de etila e n-



butanol. A triagem fitoquimica e as analises em CCD demostraram a presencga de
saponinas, flavonoides e taninos hidrolisaveis nas fragdes testadas e no extrato,
sendo possivel identificar taninos hidrolisaveis neste ultimo. Os resultados obtidos
neste trabalho sugerem a presenca de metabdlitos secundarios, principalmente

taninos hidrolisaveis, na espécie B. pachyphylla com agao contra S. aureus.

Palavras-chave: Byrsonima pachyphylla A. Juss., estudo fitoquimico, diluicao em

microplacas, atividade antibacteriana.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas Medicinais

Desde a antiguidade as pessoas utilizam plantas com a finalidade de tratar e
curar enfermidades (SANTOS et al., 2011). As civilizacdes primitivas perceberam a
existéncia, ao lado das plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor
toxicidade que, ao serem experimentadas no combate a doenca, revelaram, embora
empiricamente, o seu potencial curativo (CUNHA, 2010). Apesar dos grandes
avancos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, as plantas ainda
apresentam contribuicdo importante para a saude atualmente (CALIXTO, 2000).

As plantas medicinais podem ser definidas como vegetais que possuem, em
um ou mais érgaos, substancias que possam ser utilizadas para fins terapéuticos e
ou que sejam precursoras de farmacos semi-sintéticos (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005). Dessa forma, as plantas sdo uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a
sintese de um grande numero de farmacos (GUERRA; NODARI, 2010). Estima-se
que pelo menos 25% de todos os medicamentos modernos sdo derivados, direta ou
indiretamente, de plantas medicinais, chegando esse percentual a 60% no caso de

antitumorais e antimicrobianos (ROBINSON; ZHANG, 2011).

1.2. Plantas Medicinais do Cerrado
As espécies medicinais estao distribuidas pelo mundo todo, sendo mais
abundantes em paises tropicais como o Brasil (CALIXTO, 2000). Dentre os biomas

brasileiros pode-se destacar o Cerrado pela sua diversidade bioldgica.
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O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil em extensao, sendo superado
apenas pela floresta Amazébnica. Identificar e registrar as espécies medicinais
encontradas no Cerrado tornou-se, nos ultimos anos, importante tarefa da pesquisa
cientifica, uma vez que com informag6es da medicina popular e/ou tradicional pode-
se verificar a potencialidade de exploracdo de espécies de forma sustentavel,
garantindo tanto a conservacdo do bioma quanto a aquisicdo de recursos
econOmicos adicionais para os proprietarios no dominio do Cerrado. A identificacao
de espécies medicinais representa inesgotavel fonte de informacéo para a selecéao
de espécies vegetais a fim de realizar estudos farmacoldgicos, quimicos e
toxicoldgicos potenciais para a producao de fitoterapicos ou fitofarmacos (MARONI;

DI STASI; MACHADO, 2006).

1.3. Byrsonima pachyphylla A. Juss.

Muitas plantas pertencentes as mais variadas familias tém sido empregadas
popularmente na regido do Cerrado no tratamento de diversas doencgas, como é o
caso das plantas da familia Malpighiaceae (ALMEIDA et al., 1998; FIGUEIREDO et
al., 2005; HIGUCHI, 2007). Essa familia apresenta aproximadamente 60 géneros e
1.200 espécies de arvores e lianas (ou cipds), distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais, especialmente no continente americano, onde ocorrem 44 géneros e
800 espécies (SOUTO; OLIVEIRA, 2005), sendo que no Brasil ocorrem cerca de 32
géneros com aproximadamente 300 espécies (ARAUJO, 1994; HIGUCHI, 2007). Os
géneros mais importantes da Ameérica meridional sdo Malpighia e Byrsonima (JOLY,
1977; FIGUEIREDO et al., 2005).

Dentre as espécies do género Byrsonima esta a Byrsonima pachyphylla A.

Juss. que foi alvo desse estudo. A espécie citada apresenta como sinonimias
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botanicas B. pachyphylla Griseb., B. pachyphylla var. lanceolata Nied., B.
pachyphylla var. latifolia Nied., B. pachyphylla var. obovata Nied., B. pachyphylla f.
parvifolia Nied. e B. crassa Nied. (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2011;
THE PLANT LIST, 2011). B. pachyphylla A. Juss € uma espécie nativa do Brasil
encontrada na Amazénia e Cerrado, distribuindo-se pelo Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2011).

B. pachyphylla € uma arvore hermafrodita sempre verde, e que floresce de
maio a outubro e frutifica de junho a julho. A copa tem ramos terminais de
crescimento modular, pilosos, ferrugineos e pulverulentos. O tronco tem diametro de
até 27 cm e o ritidoma é castanho-avermelhado, aspero e pulverulento. As folhas
sao coriaceas, discolores, brilhantes na face superior e pilosas na inferior, simples,
opostas cruzadas, estreito-obovadas a lanceoladas com 8 a 21 cm de comprimento
e 3 a 10 cm de largura, margens inteiras e onduladas. Suas nervuras sao
bronquiddédromas, sendo a central amarelada e saliente em ambas as faces e as
demais, impressas na face superior e salientes na inferior. As flores sdo amarelas,
tornando-se alaranjadas quando velhas, com cinco pétalas livres dispostas em
racemos eretos terminais, e tém até 1,5 cm de didmetro. Os frutos sdo amarelos,
globosos, com aproximadamente 1 cm de didmetro , do tipo drupa e guardam até
trés sementes de 0,5 cm de diametro (SILVA JUNIOR et al., 2005; MARONI; DI
STASI; MACHADO, 2006; COSTA, 2010). B. pachyphylla apresenta ocorréncia em
cerrado tipico e em cerradao (DURIGAN et al., 2004).

As espécies do género Byrsonima sao popularmente conhecidas como
muricizeiro, murici, murici-do-campo, baga-de-tucano e canjica e diferentes partes
das plantas desse género sao utilizadas pela populagdo com propdésitos alimentares

e medicinais (LORENZI; MATOS, 2002; MARONI; DI STASI; MACHADO, 2006).
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Segundo Lorenzi & Matos (2002) os frutos de espécies de Byrsonima
possuem sabor agridoce, sendo consumidos na forma de geléias, doces e sucos. As
folhas, raizes e cascas sdo empregadas pela populacdo no tratamento de varias
moléstias: contra diarréias, infecgdes intestinais, como protetor da mucosa intestinal,
em feridas crbnicas, afeccoes da boca e da garganta, para corrimento vaginal, como
laxativo, adstringente e febrifugo.

Trabalhos cientificos relatam a atividade antimicrobiana de extratos de
espécies de Byrsonima. Testes antimicrobianos realizados mostraram que o extrato
de B. verbascifolia inibiu o crescimento de Streptococcus faecalis, Mycobacterium
phlei, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (LOPEZ; HUDSON; TOWERS,
2001). O extrato de B. crassifolia demonstrou atividade antibacteriana contra
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella
flexneri, S. aureus, S. epididermis, Streptococcus pneumoniae e Micrococcus luteus
(MARTINEZ-VASQUEZ et al.,1999). Os extratos das espécies Byrsonima fagifolia,
B. basiloba e B. intermedia exibiram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Salmonella, Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis, Shigella e Candida albicans (FIGUEIREDO et al., 2005;
SANNOMIYA et al., 2005).

Existem diversas propriedades medicinais atribuidas a espécies pertencentes
ao género Byrsonima. Foram verificadas atividades antibacteriana, antifungica,
antiprotozoaria, antiviral, antiespamodica, anti-inflamatéria e antiulcerogénica
(FELICIO et al., 1995; LOPEZ; HUDSON; TOWERS, 2001; HEINRICH, 2003;
FIGUEIREDO et al., 2005; SANNOMIYA et al., 2005; HIGUCHI, 2007; BONACORSI
et al., 2009; MOREIRA et al., 2011; BONACORSI et al., 2012). O extrato metandlico

de B. crassa demostrou efeito antiulcerogénico conferido pelos seus compostos
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fendlicos, com atividade antioxidante, capazes de atenuar os danos na mucosa
gastrica causados por espécies reativas de oxigénio produzidas por neutréfilos
estimulados por Helicobacter pylori (BONACORSI et al., 2009; BONACORSI et al.,
2012). Fracdes de B. crassifolia ricas em flavonoides exibiram atividade
antiespasmédica (HEINRICH, 2003). Testes realizados em ratos mostraram
atividade anti-inflamatéria do extrato e das fracées de B. intermedia (MOREIRA et
al., 2011).

Estudos fitoquimicos das espécies B. verbascifolia, B. microphylla, B.
crassifolia revelaram a presencga de triterpenos, glicolipidios, saponinas, taninos,
catequinas, flavonoides e ésteres aromaticos nas espécies citadas (GOTTLIEB;
MENDES; MAGALHAES, 1975; DOSSECH et al., 1980; AMARQUAYE et al,
1994;FELICIO et al., 1995; GEISS et al., 1995; RASTRELLI et al., 1997;
MARTINEZ-VASQUEZ et al. 1999; MENDES et al., 1999). Investigacdes
fitoquimicas realizadas com os extratos metandlicos de B. cinera e B. crassa
isolaram e identificaram compostos quimicos como catequina, quercetina,
amentoflavona e galato de metila (FIGUEIREDO et al., 2005; SANNOMIYA et al.,
2005; SANNOMIYA et al., 2004).

Costa (2010) sugeriu a presencga no extrato metandlico bruto das folhas de B.
pachyphylla de derivados do acido galico, catequinas e flavonoides. Além disso,
esse trabalho demonstrou a atividade bacteriostatica do extrato metandlico bruto
contra Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus, da fracdo aquosa
contra P. aeruginosa, da fracado acetato de etila frente a B. subtilis, S. aureus e P.
aeruginosa e da fracdo butandlica contra P. aeruginosa e S. aureus. As fracoes
acetato de etila e butandlica apresentaram atividade bactericida, sendo a primeira

contra B. subtilis e S. aureus e a segunda contra S. aureus.
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1.4. Investigacao fitoquimica

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. As plantas contém iniumeros
constituintes e seus extratos quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. A investigacdo de
plantas medicinais pode combinar informacdes adquiridas junto a comunidades
locais que fazem uso da flora medicinal com estudos quimico/farmacolégicos. Ap6s
esse processo podem-se seguir algumas etapas para identificagdo de substancias
ou classes de substancias responsaveis pela atividade da planta selecionada
(MACIEL et al., 2002). Algumas dessas etapas de investigacao fitoquimica foram

utilizadas neste estudo e seréao descritas a seguir.

1.4.1. Preparo do extrato
As etapas de preparacdo do extrato vegetal sdo coleta, secagem, moagem,

extracdo, concentracao e secagem do liquido extrator.

Coleta

A primeira etapa da investigacao fitoquimica é a coleta do material vegetal.
Esta pode ser dividida em duas partes: coleta prévia para identificagdo botanica da
espécie vegetal e coleta para estudos fitoquimicos. Na primeira parte realiza-se a
identificacao cientifica da espécie com a confeccao de uma exsicata e seu deposito
em um herbario, sendo catalogados itens como o numero de registro da exsicata,

timbre da instituicdo, amostra vegetal, nome cientifico e familia botanica, nome de
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quem identificou a espécie, local do herbario, local e data da coleta, nome popular
da planta, a parte da planta utilizada na medicina popular e suas indicacdes
terapéuticas e o tipo de solo onde a planta foi coletada, tipo de vegetacao local e tipo
da planta. Na segunda etapa determina-se, com base na literatura cientifica e no uso
popular da espécie, a parte da planta que sera alvo das investigagoes fitoquimicas e
o material vegetal é coletado em quantidades suficientes para obtencao do extrato.
Em ambas as etapas citadas é preciso que a selecao do material coletado seja feita
com cuidado, evitando coletar partes do vegetal afetadas por doencas, parasitas e
também materiais estranhos, tais como outras plantas ou mesmo partes da prépria
planta que nao sejam de interesse para investigacdo (MACIEL et al.,, 2002;

FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Secagem

O material vegetal seco apresenta maior estabilidade. Dessa forma, a
secagem tem por finalidade a retirada de agua, impedindo reacdes de hidrdlise e o
crescimento microbiano. A operagcdo caracteriza-se pela exposicdo do material
vegetal a temperaturas relativamente baixas, normalmente inferiores a 60°C, por um
longo periodo (cerca de 7 dias). Para secagem de folhas é recomendada
temperatura em torno de 38°C, sendo que temperaturas acima desse limite aceleram
0 processo de secagem, promovendo a degradacdo de muitos principios ativos. A
secagem pode ser realizada ao sol, a sombra ou em estufa equipada com
termostato e opcionalmente com sistema de circulagdo de ar. Esta ultima opgéo
garante a manutencdo de uma temperatura constante durante o tempo desejado

(MACIEL et al., 2002; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).
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Moagem

A fragmentacao do material vegetal apresenta importancia para o processo de
extracdo, uma vez que quanto maior a divisdo do material, mais expostos estardo os
principios ativos. Assim, a moagem tem por finalidade reduzir, mecanicamente, o
material vegetal a fragmentos de pequenas dimensdes, preparando o material para
extracdo. Quanto mais rigidos forem os tecidos, maior sera o grau de divisao
necessario. Para moagem de folhas costuma-se empregar moinhos de facas

(COSTA et al., 2005; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Percolacao

A percolacao é um tipo de extracdo exaustiva indicada para substancias
ativas que estao presentes em pequenas quantidades ou sdo pouco soluveis. Nessa
operacao a droga vegetal moida é colocada em um recipiente cénico ou cilindrico
(percolador), de vidro ou de metal, através do qual é feito passar o liquido extrator. O
produto obtido denomina-se percolado. Essa técnica de extragdo apresenta como
vantagem o menor risco de reac¢des quimicas entre o solvente empregado e os
constituintes quimicos da planta, uma vez que tal operagdo € realizada a frio e
assim, a temperatura utilizada nao favorece reagbes quimicas. Ressalta-se a
extrema importancia do solvente escolhido, assim como os fatores vinculados ao
material vegetal (quantidade, natureza, teor de umidade, tamanho de particula e

capacidade de intumescimento) (MACIEL et al., 2002; SONAGLIO et al., 2010).

Concentracdo e Secagem

A concentracdo apresenta como objetivo a eliminagdo parcial do liquido

extrator. Ja a secagem pressupde a eliminagado da fase liquida até valores residuais,
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0 que depende das caracteristicas do liquido extrator e do principio da técnica
utiizada. Ambas as operacbes citadas exigem uma demanda energética e
apresentam dificuldades relacionadas com o ponto de ebulicdo, massa do liquido
extrator a ser eliminada, conteudo de sélidos dissolvidos ou suspensos e eventual
formagcdo de azedtropos. Dessa forma, sdo utilizados sistemas que operam sob
pressao reduzida, como rotaevaporadores, que s&0 capazes de diminuir a
temperatura de ebulicado do liquido a ser eliminado, facilitando a sua remocéao

(SONAGLIO et al., 2010).

1.4.2. Fracionamento do extrato e purificacao de substancias

Particao liquido-liquido

O fracionamento por particio € um método de extracdo liquido/liquido
realizado geralmente em um funil de separacdo. A particdo implica em uma
dissolucado seletiva e distribuicao entre as fases de dois solventes imisciveis. Esse
fendbmeno pode ser aplicado com vistas a separacdo de componentes de uma
mistura. A concentracdo de cada um dos componentes em cada fase esta
relacionada com o coeficiente de particdo ou distribui¢cdo (Ky) apresentado por cada
substancia. Dessa forma, a eficiéncia da extragdao depende da afinidade do soluto
pelo solvente extrator, da razdo das fases e do numero de extragbes, sendo
melhores os rendimentos quando o volume total de solvente a ser utilizado na
particdo ¢é dividido em aliquotas (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001;

FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Cromatografia
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Um sistema cromatografico € constituido pela fase estacionaria e pela fase
mével, ambas relacionadas com a natureza das substancias a separar. As
separagbes cromatogréaficas sdo efetuadas mediante a distribuicdo diferencial dos
componentes da mistura entre a fase estacionaria e a fase mével. A separacao
inicia-se quando um dos componentes apresentando maior afinidade pela fase
estacionaria desloca-se menos que o outro que tem tendéncia a deslocar-se com a
fase movel (ZUANON NETTO; CAZETTA, 2005). Existem diversas modalidades de
cromatografia, dentre as quais a cromatografia em camada delgada e a

cromatografia em coluna.

Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separagdo dos
componentes de uma mistura através da migracao diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. O processo de separagcéo
esta fundamentado, principalmente, no fenbmeno da adsorgédo. Para essa técnica
sd0 necessarios adsorvente (ex. silica), suporte para o adsorvente (ex. placas de
vidro), aplicadores (ex. capilares) cubas cromatograficas e revelador (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006). A CCD é uma técnica utilizada para fins de analise tanto
de extratos vegetais brutos quanto para avaliar um processo de separagéo

(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna (CC) utiliza uma coluna recheada com um sdlido
(fase estacionaria) e uma fase movel liquida. A coluna cromatografica é constituida

por um tubo geralmente de vidro, em posicao vertical, que apresenta a extremidade
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superior aberta e a inferior afilada, terminando em uma torneira que permite o
controle da vazao da fase mével. Esta arrasta consigo os componentes da amostra
que esta sendo cromatografada. Assim, a velocidade de movimento descendente de
um componente depende de sua adsorcao pela fase estacionaria, ou seja, quanto
mais fracamente o componente for adsorvido, mais rapida sera sua passagem pela
coluna, e vice-versa. As fases estacionarias mais utilizadas sdo a silica e a alumina
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). A CC é uma das técnicas mais utilizadas para
a separacao ou isolamento de constituintes de extratos vegetais (FALKENBERG;

SANTOS; SIMOES, 2010).

1.5. Analise Bioldgica

No estudo da atividade bioldgica de extratos vegetais € importante a selecao
de bioensaios para a deteccdo do efeito especifico da espécie medicinal testada
(MACIEL et al., 2002), como por exemplo, o ensaio de atividade antibacteriana pelo
método de diluigdo em microplacas que permite determinar a concentragado minima
de uma substancia necessaria para inibir ou matar um micro-organismo. Essa
técnica € amplamente empregada em ensaios de atividade antibacteriana utilizando
extratos vegetais, sendo uma metodologia bastante reprodutivel e sensivel para
pequenas quantidades de extratos, além de possibilitar o uso de mais de uma
substancia teste no ensaio (ELLOF, 1998; OSTROSKY et al., 2008; ALVES et al.,

2008).

2. OBJETIVOS
Considerando as diversas utilizagdes na medicina popular de espécies do

género Byrsonima, especialmente o uso em diarréias, feridas crénicas, afeccoes da
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boca e da garganta, e estudos que demonstram a atividade antimicrobiana de B.
pachyphylla e de outras espécies do género, este trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade antibacteriana do extrato metandlico de folhas de Byrsonima pachyphylla
A. Juss. e de suas fragdes. Para isso foram utilizadas técnicas cromatograficas e o
método de diluicio em microplaca com determinacdo da concentracao inibitéria

minima (CIM).

3. METODOLOGIA

3.1. Coleta, preparo do material vegetal e extracao

O extrato metandlico de folhas de Byrsonima pachyphylla A. Juss. utilizado
nesse estudo foi fornecido pelo Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP. A metodologia de obtencédo do
extrato estd descrita no estudo “Caracterizacao do potencial antibacteriano de
extratos de folhas de Byrsonima pachyphylla Griseb” (COSTA, 2010). Brevemente,
as folhas foram coletadas de um exemplar do campus universitario da UNESP em

Araraquara, secas, moidas e extraidas por percolagdo com metanol.

3.2. Fracionamento do extrato e purificacao de substancias

3.2.1. Fracionamento do extrato metandlico de Byrsonima pachyphylla por
particao liquido-liquido
O extrato metanol de B. pachyphylla foi fracionado através de particao liquido-

liquido utilizando os solventes acetato de etila, agua e n-butanol.
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Inicialmente o extrato vegetal (10,006 g) foi solubilizado em 70 mL de
metanol, acrescentando-se posteriormente 500 mL de agua deionizada. A
suspensao resultante foi transferida para um funil de separacdo e prosseguiu-se

com a partigao liquido-liquido de acordo com o fluxograma abaixo.

Extrato solubilizado
]

3 extragbes com porcdes de
acetato de etila (500mL, 300
mL e 300 mL)

Fracdo aquosa

Fracao
acetato

i

3 extragdes com porcdes de
n-butanol (300 mL cada)

Fracdo aquosa

i

Figura 1: Fluxograma da particdo liquido-liquido do extrato metandlico de B.

pachyphylla.
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A particao liquido- liquido do extrato metandlico resultou nas fracées acetato
de etila, n-butanol e aquosa. A fracdo acetato de etila foi concentrada com auxilio de
rotaevaporador a aproximadamente 48° C. Posteriormente, todas as fracdes foram
deixadas em capela a temperatura ambiente e, em seguida, em dessecador com
silica gel sob pressao reduzida para secagem. Apos esse procedimento, as fragoes

foram pesadas.

3.2.2. Analise do extrato metandlico e das fracoes acetato de etila / n-butanol
por cromatografia em camada delgada (CCD) (COLLINS; BRAGA;
BONATO,2006; COSTA, 2000; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Foi realizada uma analise através de cromatografia em camada delgada do

extrato metandlico e de suas fragdes (acetato de etila e n-butanol).
3.2.2.1. Preparo das amostras
Em frasco ampola foram pesados 10 mg de amostra e esta foi solubilizada em

1 mL de solvente de acordo a tabela a seguir.

Tabela 1: Solubilizagdo das amostras analisadas por CCD.

Amostras Solubilizacao
Extrato metandlico 1 mL de metanol
Fracao acetato de etila 0,9 mL de acetato de etila + 0,1 mL de metanol

Fracao n-butanol 1 mL de metanol
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3.2.2.2. Placas cromatograficas
Nas avaliacbes dos perfis cromatograficos do extrato metandlico e das
fracoes foram utilizadas placas cromatograficas de silica gel G preparadas

manualmente em suporte de vidro.

3.2.2.3. Ativacao das placas cromatograficas

As placas foram ativadas em estufa a 110°C por 1 hora.

3.2.2.4. Fase movel
As fases moveis utilizadas foram hexano: acetato de etila: isopropanol

70:28:02 e 75:23:02 (v/v).

3.2.2.5. Preparo da cuba cromatografica

A fase movel foi depositada na cuba cromatografica de maneira a cobrir o
fundo da cuba e até uma altura inferior aquela da linha de aplicagdo das amostras
na placa. A seguir, foi colocado papel de filtro nas paredes da cuba e esta foi

tampada até a saturacao (minimo 30 min).

3.2.2.6. Desenvolvimento
Apés a saturacao da cuba cromatografica, a placa foi colocada na cuba e
retirada quando o solvente atingiu a parte superior da placa. Esta foi seca a

temperatura ambiente e revelada em seguida.

3.2.2.7. Revelacao das cromatoplacas
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A revelagdo permite tornar visiveis substancias incolores presentes na
amostra analisada. Para revelacdo das placas cromatograficas foram utilizados
métodos fisicos (luz ultravioleta) e métodos quimicos (reveladores que necessitam
de aquecimento apéds a revelagao) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Nos testes realizados as placas foram visualizadas inicialmente sob luz
ultravioleta (A = 254 nm e 365 nm). A luz ultravioleta permite observar compostos
que se tornam fluorescentes quando excitados pela radiacao. A seguir, foi borrifado
o revelador quimico (anisaldeido sulfurico) e a placa foi aquecida a 110° C por

aproximadamente 10 minutos para que ocorresse a reacao cromogeénica.

3.2.2.8. Calculo do R;

O fator de retencao ou de retardamento (R;) pode ser calculado pela razédo
entre a distancia percorrida pela substancia (dr) e a distancia percorrida pela fase
movel (dm) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Apés a revelagao das placas cromatograficas com anisaldeido sulfdrico foram
medidas a distancia percorrida pelo soluto (desde o ponto de aplicagdo da amostra
até o centro da mancha) e a distancia percorrida pela fase movel (desde o ponto de
partida até o ponto extremo atingido por ela). Posteriormente, foi calculado o fator de

retencdo através da férmula: Rs = dr/dm.
3.2.3. Fracionamento da fracao acetato de etila de Byrsonima pachyphylla por
cromatografia em coluna (CC) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006;

FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010)

3.2.3.1. Selecao da fracao acetato de etila
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Com base nos testes de atividade antibacteriana e nas analises em CCD, a
fracdo acetato foi a que apresentou atividade e também, teve seus compostos
separados pelas fases moveis utilizadas e dessa forma, foi escolhida para o
fracionamento por cromatografia em coluna. Apesar da atividade antibacteriana
apresentada pela fragdo n-butanol, seus componentes nao foram bem separados

pelas fases moéveis empregadas na CCD.

3.2.3.2. Condicoes para analise em CC estabelecidas por CCD

A partir das informacdes obtidas pela analise do extrato metandlico e das
fracbes por CCD, observou-se que os constituintes da fragdo acetato de etila
poderiam ser separados pela mistura de hexano: acetato de etila: isopropanol
70:28:02 (v/v). Esta proporcao foi alterada até que os valores dos fatores de
retencdo da maioria das substancias ficassem abaixo de 0,5, o que foi conseguido
com a fase movel hexano: acetato de etila: isopropanol na proporgéo 80:19:01 (v/v).
Estas fases moveis foram utilizadas em um sistema gradiente para fracionar a fragéo

acetato de etila através de cromatografia em coluna.

3.2.3.3. Preparo da coluna cromatografica

Na CC foi empregada uma coluna de vidro com 5 cm de didmetro interno. Na
parte inferior da coluna adicionou-se algodao e, em seguida, realizou-se o
‘empacotamento”, ou seja, a coluna foi preenchida de maneira uniforme com silica
previamente ativada (aproximadamente 138 g) até uma altura de 15 cm. Sobre a
silica foi colocada outra por¢cao de algodao. A seguir, a coluna foi condicionada com
a fase moével hexano: acetato de etila: isopropanol 80:19:01. O “volume morto” foi

medido experimentalmente, considerando o volume de fase moével necessario para



30

preencher completamente o espaco ocupado na coluna pela silica. Paralelamente foi

calculado o “volume morto” teérico.

Figura 2 : Esquema de coluna cromatografica.

Fonte: DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998.

3.2.3.4. Preparo da amostra

Para que uma amostra sélida, como a fragdo analisada, seja aplicada na
coluna ela deve ser solubilizada em um volume minimo de solvente,
preferencialmente na fase movel utilizada no sistema cromatografico.

A fracao acetato de etila (1,59) foi solubilizada na fase movel hexano:acetato
de etila:isopropanol 80:19:1. No entanto, a solubilizacdo n&o foi completa, sendo
necessario a adicdo de silica e posterior evaporacado do excesso de solvente até a

formacao de uma pasta.

3.2.3.5. Desenvolvimento da CC
A pasta (fracao acetato de etila + silica+fase mével) foi aplicada sobre o topo
da coluna. Em seguida, foi realizada a eluicdo da amostra, sob vacuo, utilizando um

sistema gradiente, no qual a fase movel selecionada por CCD foi utilizada em
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diversas proporgdes, seguindo inicialmente uma progressao geométrica de acordo

com a tabela abaixo. O volume de cada eluente usado foi de 1000 mL.

Tabela 2: Eluentes utilizados no sistema gradiente empregado na CC.

Eluentes Proporcoes (v/v)

80:19:1

79:19:2

hexano : acetato de etila : isopropanol

77:21:2

75:23:2

60:37:3

acetato de etila

metanol

Foram recolhidos 200 mL de eluato inicial e, em seguida, as fragcdes foram
recolhidas a cada 50 mL em frascos previamente identificados e pesados. Apos
essa etapa, foram utilizados os eluentes acetato de etila (500 mL) e, posteriormente,
metanol (500 mL) que foram coletados em frascos separados devidamente

identificados e pesados. As fragdes da CC foram secas em capela e pesadas.
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3.2.3.6. Analise em CCD

As fracdes resultantes da CC foram analisadas em CCD, pelo mesmo
procedimento descrito anteriormente, e reunidas de acordo com a semelhanga do
perfil cromatografico considerando os fatores de retencdo das substancias e as
cores das manchas.

As fases moveis utilizadas na CCD foram hexano: acetato de etila:
isopropanol 70:28:02; acetato de etila: cloroférmio 60:40 e acetato de etila:
cloroformio 60:40 + 2% de acido acético. Como reveladores foram usados luz
ultravioleta (254 nm e 365 nm), anisaldeido sulfurico e solugcao de acido sulfurico
10%. O &acido sulfurico é capaz de revelar substancias organicas pela carbonizacao
das mesmas quando essas sao submetidas ao aquecimento, revelando manchas

escuras.

3.3. Ensaios de atividade antibacteriana: Método de diluicao em microplaca
com determinacao da concentracao inibitéoria minima (CIM) (ELLOF,

1998;NOGUEIRA, 2009; RESENDE, 2011; CLSI, 2012)

3.3.1. Cepas bacterianas
Nos ensaios realizados foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Helicobacter pylori ATCC 43504.

3.3.2. Meios de cultura e solucoes
Nos testes executados foram empregados caldo Mdueller Hinton (CMH),
tampéao fosfato (PBS - phosphate buffer saline), e os meios de cultura BAB (Blood

Agar Base) e agar de sangue (AS).
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3.3.3. Preparo dos meios de cultura e tampao

O tampaéo fosfato e os meios de cultura foram preparados de acordo com a
proporcao recomendada pelo fabricante (tabela 3) e autoclavados a 121°C durante
15 minutos, realizando-se posteriormente teste de esterilidade em estufa a

37°C/24horas.

Tabela 3 : Preparo dos meios de cultura e tampao utilizados nos testes de atividade

antibacteriana.

Meio de cultura/tampao Preparo

CMH 21 g de meio para cada 1000 mL de
agua destilada

Tampéao fosfato Para 50 mL de solucdo de PBS: 50
mL de agua Mili-Q, 0,410 g de cloreto
de sédio, 0,018 g de fosfato de sédio
monobasico, 0,133 g de fosfato de
sodio dibasico e hidrdxido de sodio

0,1 N para acertar o pH da solugéo

obtida para 7,0.

BAB 40 g de meio BAB (agar sangue base)
para 1000 mL de agua destilada

AS Meio BAB + 5% de sangue de
carneiro

3.3.4. Suspensao bacteriana (in6culo)
As suspensoes bacterianas de S. aureus e de E. coli foram preparadas a
partir de crescimento bacteriano em CMH (24horas/37°C). Cada bactéria foi

adicionada em tampao fosfato até que a suspensdo atingisse a escala 0,5 Mac
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Farland (aproximadamente 1,5 x 102 UFC/mL). A seguir, a suspensao foi levada ao
espectrofotobmetro (comprimento de onda 620 nm), no qual foi lida a absorbancia
que deveria encontrar-se no intervalo de referéncia 0,10 — 0,15. Apds a leitura, a
suspensdo bacteriana foi diluida 1:10 em PBS, obtendo-se a concentragcdo 10’
UFC/mL que foi empregada nos ensaios.

A suspensao bacteriana de H. pylori foi prepara a partir de cultura em agar
sangue (37°C, 10 % de CO,, 72 horas). H. pylori foi adicionada em uma mistura de
CMH e soro bovino fetal (1:1) até atingir a escala 2 Mac Farland (aproximadamente
6 x 10 UFC/mL). Posteriormente foi realizada uma diluigdo 1:10 em mistura de soro
bovino fetal e CMH (1:1), obtendo-se a concentragdo 10’ UFC/mL que foi utilizada

nos testes.

3.3.5. Preparo das amostras

Nos ensaios de atividade antibacteriana foram testados o extrato metandlico e
fracoes que apresentaram massas suficientes para os ensaios e com perfis em CCD
diferentes.

Aliquotas dessas amostras foram pesadas e solubilizadas em diluente
adequado, solug¢des de agua deionizada e metanol ou agua deionizada, metanol e
tween 80. As amostras foram inicialmente solubilizadas em metanol, com auxilio de
ultrassom, e a seguir foi adicionada agua até que o volume do baldao volumétrico
fosse completado. Nas situagbes em que a solubilizacdo das fragcées nao foi
possivel apenas com agua e metanol foi utilizado o tween 80 (2 ou 3%).

A disposicao das fracées nas microplacas, as suas concentracées na solucao
estoque e no primeiro poco da coluna teste da microplaca, os seus respectivos

diluentes e as bactérias testadas estido indicados na tabela 4.
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Tabela 4: Amostras e diluentes utilizados nos testes de atividade antibacteriana.

meropace 4300|1551 sy | o | ovone | 02
o (Mot a0 s T e
B* F. n-butanol 2000 740 4-6 5 H. pylori

F. acetato 2000 740 7-9
C' [ acemio’ 2000 000 75 2| Eco
D' acetmo. | 2000 | 000 7 2| S aueus
E e osseien | s000 | fo00 7 3 | & aureus
s 2000 |00 |7 T S aureus
G [Fias o0 800 |7 4 | s aureus

*Testes realizados em duplicatas (dias diferentes).

** E. MeOH = extrato metandlico

*** [ ] SE = concentracéo do extrato/fracao na solugéo estoque.

**** [ 1 MP = concentracao do extrato/fracao no primeiro po¢o de cada coluna teste
da microplaca.

Diluente 1: solugdo metanol 15%;

Diluente 2: solugdo metanol 18%;

Diluente 3: solugdo metanol 18% + Tween 2%

Diluente 4: solugao metanol 18% + Tween 3%

3.3.6. Método de diluicao em microplaca com determinacao da concentracao
inibitéria minima (CIM)
Para os ensaios de atividade antibacteriana foram utilizadas microplacas de

fundo plano com 96 orificios.
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Inicialmente foi adicionado meio de cultura em todos os orificios da
microplaca. A seguir, foi pipetado no primeiro poco de cada coluna seu respectivo
componente (figura 3): o controle positivo (coluna 3), os extratos ou fragcdes a serem
testados (colunas 4-9; 11-12) e o controle negativo (coluna 10). Apds esse
procedimento realizou-se diluicdo seriada das linhas A até H (colunas controles
positivos e negativos e amostras), transferindo-se 100 yL do primeiro pog¢o para o
poco seguinte e assim, sucessivamente até o ultimo orificio da coluna, descartando
os 100 pL restantes.

Nos ensaios realizados com S. aureus e E. coli o fator de diluigdo utilizado foi
0,5; ja nos testes realizados com H. pylori o fator de diluicdo empregado foi 0,37.
Dessa forma, foram obtidas as concentracdes finais de 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81; 3,905 ug/mL para amostras vegetais testadas contra S. aureus e E. coli
e que apresentavam concentracdo inicial de 1000 ug/mL (solucdo estoque) ou
concentracdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 ug/mL para
amostras vegetais testadas contra as duas bactérias anteriores e com concentracao
inicial de 2000 pug/mL (solucédo estoque). Nos ensaios realizados com H. pylori, as
amostras com concentragao inicial de 1000 ug/mL (solugcé&o estoque) apresentaram
concentracdes finais de 370; 136,9; 50,653; 18,742; 6,934; 2,565; 0,949; 0,351
ug/mL nos orificios da coluna teste da microplaca; j& amostras com concentragcéo
inicial de 2000 pug/mL (solugdo estoque) revelaram concentracdes finais de 740;
273,8; 101,306; 37,483; 13,868; 5,131; 1,898; 0,702 ug/mL nos orificios da
microplaca.

Os volumes adicionados de cada componente citado acima estao indicados

na tabela 5.
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Coluna 1: meio de cultura

Coluna 2 : meio de cultura + bactéria

Coluna 3 : controle positivo — meio de cultura + bactéria + antibiético
Coluna 4-6 : meio de cultura + bactéria + extrato/fragao 1

Coluna 7-9 : meio de cultura + bactéria + extrato/fragao 2

Coluna 10 : controle negativo - meio de cultura + diluente + bactéria

00000 O®

Coluna 11 e 12 : controle extrato/fracao - meio de cultura + extrato/fragao

Figura 3 : Esquema de organizagéo das microplacas.
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Tabela 5 : Protocolo do ensaio de atividade antibacteriana realizado em microplaca.

Microplaca | Componente Bactérias
adicionado S. aureus E. coli H. pylori

Todos os| Meio 80uL CMH 80 uL CMH 90 puL soro

pOocos bovino fetal +
CMH (1:1)

Coluna 3 Controle 100 puL | 100 puL | 100 uL

(linhas A-H) | positivo ampicilina ampicilina amoxicilina

(1250 pg/mL) | (1250 pg/mL) | (1000 pg/mL)

Colunas 4- | Extrato ou | 100 pL 100 yL 100 uL

6; 11 Fracéo 1

(linhas A-H)

Colunas 7- | Extrato ou | 100 pL 100 pL 100 uL

9;12 Fracao 2

(linhas A-H)

Coluna 10* | Controle 100 uL 100 uL 100 uL

(linhas A-H) | negativo

* Na placa F foram testados dois diluentes e assim, a coluna 10 foi dividida em:

linhas A-D foi adicionado o diluente 3; linhas E-H foi adicionado o diluente 1.

Na sequéncia foram acrescentados 20 pL (S. aureus / E. coli) ou 80uL (H.

pylori) da suspensao bacteriana em cada orificio, exceto nos orificios da coluna 1

(branco) e nos orificios de controle da amostra (colunas 11 e 12). Portanto, a
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concentragdo de bactérias em cada pogo da microplaca corresponde a
aproximadamente 10° UFC/mL.

Nos testes realizados com S. aureus / E. coli as microplacas foram incubadas
a 37° C por 24 horas; ja nos ensaios feitos com H. pylori a incubagao foi a 37°C/48-
72 horas em condi¢des de microaerofilia com 10% de COs..

Posteriormente, foi realizada a leitura espectrofotométrica da microplaca (620
nm para S. aureus / E. coli; 595 nm para H. pylori) e a revelagdo quimica através da
adicdo de 50 pL de resazurina (0,1 mg/mL) em cada orificio da microplaca,
incubando em estufa a 37°C até a mudanca de coloracdo do meio de azul para rosa.
A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo de
amostra sem a mudanca de coloracéo para rosa.

A partir das absorbancias apresentadas pelas substancias testadas (na
presenga e auséncia do indéculo) e pelo controle do crescimento bacteriano,
calculou-se a viabilidade de S. aureus (bactéria sensivel a algumas fracées do
extrato metandlico) de acordo com a equagédo abaixo. A seguir, construiu-se um

gréfico relacionando viabilidade bacteriana e concentragbes das fragdes testadas.

Crescimento bacteriano (%) = Abs T — Abs ST x 100
Abs Cb

Abs T = absorbancia do teste (média de trés determinagdes por concentragcao de
substancia testada — na presenca do in6culo). Nos testes realizados para as fragdes
n-butanol e acetato de etila contra S. aureus, calculou-se a média entre as
absorbancias obtidas nas microplacas D1 e D2;

Abs ST = absorbancia da substancia testada (sem inéculo);

Abs Cb = absorbancia do controle de crescimento bacteriano.
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3.4. Triagem fitoquimica (COSTA, 2000)

Na triagem fitoquimica foram realizados testes qualitativos para identificacao
de taninos, flavonoides, alcaloides e saponinas. Os ensaios foram feitos para o
extrato metandlico, fracées n-butanol, acetato de etila e 98.

As amostras testadas foram solubilizadas em metanol (5 mg/mL) para os

ensaios de identificagdo de taninos e flavonoides.

3.4.1. Identificacao de taninos

A identificacao de taninos foi realizada a partir da reagdo com sais de ferro.
Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL da amostra solubilizada, 10 mL de agua
deionizada e 1 gota de solucao de cloreto férrico a 1%. O ensaio é positivo quando
ha o aparecimento de coloracdo azul para taninos hidrolisaveis ou verde para
taninos condensados.

O ensaio de precipitacdo com gelatina foi realizado em um tubo de ensaio
adicionando-se a 2 mL da solugédo do extrato metandlico 2 gotas de acido cloridrico
diluido e solugdo de gelatina 2,5% gota a gota. O resultado positivo consiste na

formacao de precipitado.

3.4.2. Identificacao de alcaloides

A caracterizagdo de alcaloides foi feita através de teste preliminar com o
reagente de Dragendorff. Foram adicionados 10 mL de &cido cloridrico diluido em
cerca de 200 mg de amostra, com posterior aguecimento até a fervura. A mistura foi
filtrada a quente e em tubo de ensaio foram adicionados aproximadamente 3 mL do
filtrado obtido, acrescentando-se 3 gotas do reagente de Dragendorff. O teste é

positivo quando ha a formagao de precipitado ou turvacao da solugao.
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3.4.3. Identificacao de flavonoides

A identificacdo de flavonoides foi realizada através da reagdo com cloreto
férrico. Cerca de 3 mL da amostra solubilizada em metanol foram adicionados em
tubo de ensaio e em seguida, acrescentou-se 1 gota de solucado aquosa de cloreto
férrico a 4,5%. O teste é positivo quando ha o aparecimento da coloragéao verde,

amarela, castanha ou violeta.

3.4.4. Identificacao de saponinas

Para identificacdo de saponinas foi preparada uma solugdo extrativa 1%
(m/v), aquecendo-se a amostra juntamente com agua durante 30 minutos
(decoccgao). Posteriormente, a mistura foi filtrada e o filtrado foi transferido para um
tubo de ensaio, e foi agitado vigorosamente. ApOs esse procedimento, o tubo
permaneceu em repouso durante 15 minutos. O teste é positivo quando ha a
formacao de anel de espuma (1 a 2 cm de altura) e essa espuma permanece apos

transcorrer o tempo de repouso.

3.5. Identificacao de taninos pela técnica de cromatografia em camada delgada
(COSTA, 2000)

A triagem fitoquimica apontou a presencga de taninos no extrato metandlico e
nas fragcées. Dessa forma, foi proposta uma analise do perfil fitoquimico do extrato e
das fragbes em cromatografia em camada delgada antes e apds a hidrolise acida,
utilizando uma fase movel adequada para andlise de &acido galico (produto da
hidrélise de taninos).

As amostras analisadas em CCD foram solubilizadas em metanol (5mg/mL).
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3.5.1. Fase movel e reveladores

Para a analise em CCD foi empregada a fase mével benzeno: metanol: acido
acético 79:14:07.

Os reveladores utilizados foram luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) e solucao

metandlica de cloreto férrico a 2%.

3.5.2. Andlise de taninos antes da hidrodlise acida
Foram analisados o extrato metandlico e as fragdes n-butanol, acetato de etila

e 98 sem hidrélise em CCD.

3.5.3. Analise de taninos apos hidrélise acida

Apenas o extrato metandlico foi analisado em CCD ap6s a hidrdlise.

O extrato metandlico (250mg) foi solubilizado em 25 mL de solucédo de acido
sulfarico a 5% (v/v) e a seguir, foi aquecido em banho-maria a 80° C durante 2
horas. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado a quente. O filtrado foi submetido a
uma particdo liquido-liquido. Nesta foram feitas 3 extracbes com porgcdes de 20 mL
cada de cloroférmio. A fase organica foi seca em capela a temperatura ambiente.

Apds a secagem, o residuo da fase orgéanica foi solubilizado em metanol,
resultando em uma solugéao de concentragéo igual a 5 mg/mL.

Em uma placa cromatografica foram aplicados o extrato sem hidrélise prévia,
o extrato hidrolisado e o acido galico (padréo), e em seguida desenvolveu-se a CCD

utilizando a fase movel do item 3.3.5.

3.6. Obtencao dos espectros no UV das fracoes n-butanol e 98
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As fragdes n-butanol e 98 foram submetidas a analises espectrofotométricas
no UV. As amostras foram pesadas e solubilizadas em metanol grau HPLC,
obtendo-se solugbes com concentragcées de 0,1 mg/mL. Essas solugbes foram
diluidas 1:100 em metanol grau HPLC e analisadas em espectrofotometro UV-Vis

(200-400 nm).

4. RESULTADOS

4.1. Fracionamento do extrato e purificacao de substancias

4.1.1. Fracionamento do extrato metandlico de Byrsonima pachyphylla por

particao liquido-liquido

As massas resultantes de cada fragcao da particdo liquido-liquido do extrato

metandlico de B. pachyphylla encontram-se na tabela abaixo:

Tabela 6: Fragdes resultantes da particao liquido-liquido do extrato metandlico de B.

pachyphylla e suas respectivas massas.

Fracoes Massa resultante
aquosa 2,472¢g
acetato de etila 3,309g
n-butanol 3,7549
Total 9,535¢g
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O rendimento do fracionamento do extrato por particao liquido-liquido foi de

95,29%.

Célculo do rendimento :

10,0069 ( massa inicial de extrato metanol ) ---------------------mmommomemmee 100%
9,535¢g( massa resultante da soma das fragées) ----------------------=------- X
x= 95,29%

4.1.2. Analise do extrato metandlico e das fracoes acetato de etila / n-butanol

por cromatografia em camada delgada (CCD)

- Revelacdo com anisaldeido sulfurico:

As cromatoplacas das anadlises do extrato e das fragcoes (acetato de etila e n-

butanol) encontram-se a seguir.
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A B C A B C

Figura 4 : Andlises por CCD do extrato metandlico de B. pachyphylla e de suas
fracbes. Cromatoplaca 1 — Fase moével hexano: acetato de etila: isopropanol
70:28:2; Cromatoplaca 2 - Fase movel hexano: acetato de etila: isopropanol

75:23:2. A — extrato metandlico; B — fragao acetato de etila; C — fragdo n-butanol.

- Revelacao sob luz ultravioleta (comprimentos de onda 254 nm e 365 nm):

As cromatoplacas 1 e 2 apresentaram manchas fluorescentes em 365 nm.

- Célculo do Rs:

Como ja mencionado, o R; pode ser calculado pela férmula R = dr/dm, onde
dr corresponde a distancia percorrida pela substancia e dm é a distancia percorrida

pela frente da fase movel. Os valores das distancias percorridas pela substancia e
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pela fase mével em cada cromatoplaca e os seus respectivos valores de R

encontram-se na tabela 7.

Tabela 7: Fatores de retencdo (Ry) das substancias constituintes do extrato

metandlico de B. pachyphylla e de suas fracoes.

Cromatograma 1 A B
dr1 4,5 4,5
ar2 55 5,5
ar3 6,0 6,0
dr4 7,5 7,5
ard 9,5 9,5
dm 10,0 10,0
Ri 0,45 0,45
Re2 0,55 0,55
Rr3 0,60 0,6
R4 0,75 0,75
Ri5 0,95 0,95

Cromatograma 2 A B
dr1 1,0 1,0
dr2 4.0 4,0
ar3 4.8 4.8
dr4 6,5 6,5
ard 8,5 8,5
dm 10 10
Ri 0,1 0,1
R:2 0,4 0,4
R3 0,48 0,5
R 0,65 0,6
R5 0,85 0,65
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4.1.3. Fracionamento da fracao acetato de etila de Byrsonima pachyphylla por
cromatografia em coluna (CC)

O valor teédrico encontrado para o volume contido na coluna cromatografica
utilizada, ou seja, “volume morto” foi de 191 mL, enquanto que o volume gasto
experimentalmente foi de 190 mL, demonstrando que o valor tedrico foi 0 mesmo

que o obtido experimentalmente.

Célculo tedrico do “volume morto” da coluna cromatografica:

Volume morto da coluna = Volume do cilindro x fator de corregéo (0,65) = T x r? x L x
0,65 = 3,14 x 2,5 x 15 x 0,65 = 191,34 mL
r = raio do cilindro

L = comprimento do cilindro

O fracionamento da fracao acetato de etila resultou em 98 fragdes que foram
agrupadas em 15 de acordo com a semelhanga em cromatografia em camada

delgada. As massas dessas fragdes estdo na tabela 8.
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Tabela 8: Massa das fragdes resultantes do fracionamento da fragdo acetato de etila

por cromatografia em coluna.

Fracao Massa (g)
-4
5 0,0069
6-7 0,0166
8 0,0169
9-10 0,0368
11-12 0,0261
13 0,014
14-18 0,1759
19-28B 0,0167
29-52/61-90 0,1942
53-58 0,0105
99-60 0,0162
91-92 0,0169
93-97 0,0599
98 0,9768

---- = massa desprezivel

A seguir, encontram-se as fotos das placas de CCD das fracdes da CC.



49

* 5 6 78 9101112131415 161718 1920 2122232425262728 29 30 3132333435

36 37 38394041 424344454647 4840505152 53 54 6556 &7 58 50 60 61 62 63 &4 65 66

*1,2,34.
Cromatoplacas: A, B, C e D: fase mdvel hexano : acetato de etila : isopropanol(70:28:2};

reveladores - anisaldeido sulfirico e UV (254 nm e 385 nm). Os pontilhados indicam manchas
em 365nm.

Figura 5: Placas cromatograficas das fracées da CC.
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**** 77 787980 81828364 8586 B7 B8 89 ©0 91 92 93 94 95 96 97 98 °"**°59.60 58 56.57 53-58

** F31-52; ™" Fei-e6; "™ F31-52/ Fe1-76; """ F31-52/ 61-90.

Cromatoplacas: E, F: fase mdvel hexano-acetato de etila-isopropanal (70:28:2); reveladores -
UV (254 nm e 365 nm) e anisaldeido sulfarico. G: fase mdvel acetato de etila : cloroférmio
(60:40); reveladores - UV (254 nm e 385 nm) e solucdo de acido sulfirico a 10%. H:
acetato:cloroférmio (60:40) + 2% de dcido acético; reveladores - UV (254 nm e 365 nm) e
solugéo de acido sulfdrico a 10% . Os pontilhados indicam manchas em 365nm.

Figura 6 : Placas cromatogréaficas das fragbes da CC.
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4.2. Ensaios de atividade antibacteriana: Método de diluicao em microplaca
com determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os resultados dos testes de atividade antibacteriana realizados com o extrato
metandlico de B. pachyphylla e suas fragdes encontram-se na tabela 9 e na figura 7.
O gréfico relacionando crescimento de S. aureus e a concentracdo de algumas
fracbes do extrato metandlico que apresentaram atividade contra essa bactéria

encontra-se na figura 8.

Tabela 9: Atividade antibacteriana do extrato e das fracées de Byrsonima

pachyphylla A. Juss..

S. aureus . .
Amostras E. coli H. pylori
(CIM; pg/mL)
Extrato 1
. - - > 500
metanolico
fracdo acetato 125 >1000 >1000
fracdo aquosa > 500
fracao butanol 125 > 1000 > 1000
fracdes 9-10 500
fracoes 11-12 1000
fracoes 14-18 > 500
fracOes 29-
> 1000
52/61-90
fracbes 93-97 500
fracéo 98 125

' :n&o testado
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Figura 7 : Testes de atividade antibacteriana em S. aureus utilizando a técnica de
diluicdo em microplaca com determinacao da CIM. Microplaca : coluna 1- meio de

cultura; coluna 2 — meio de cultura + bactéria; coluna 3 — meio de cultura + bactéria
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+ antibiético; colunas 4-6 — meio de cultura + bactéria + substancia 1; colunas 7-9 —
meio de cultura + bactéria + substancia 2; coluna 10 - meio de cultura + bactéria +
diluente; colunas 11 e 12: meio de cultura + substancia 1 ou 2. D (esquerda) = D1 ;
D (direita) = D2: fracdo n-butanol (colunas 4-6) / fracdo acetato de etila (colunas 7-
9); E: fracdo 9-10 (colunas 4-6) / fragao 29-52 / 61-90 (colunas 7-9); F: fracao 93-97
(colunas 4-6) / fragao 98 (colunas 7-9). G: fracao 11-12 (colunas 4-6) / fracdo 14-18

(colunas 7-9).

250 - ——Microplaca D1/D2-f.n-
<95 | butanol
=200 - —s— Microplaca D1/D2-f.
=175 acetato de etila
S50 | Microplaca E - f. 9-10
- 125 1 Microplaca F - 1, 93-97
=100 -
e ——Microplaca F - . 98
o 50 -
S —+—Microplaca G- 1. 11-12

0 I I I I I I I !

78125 15625 3125 625 125 250 500 1000
Concentracdo (microgramas/mL)

Figura 8: Viabilidade de S. aureus tratado com algumas fragbes do extrato

metandlico de B. pachyphylla em diferentes concentracoes.

4.3. Triagem fitoquimica
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Os resultados referentes a triagem fitoquimica realizada para o extrato

metanodlico de B. pachyphylla e para as fragdes n-butanol, acetato de etila e 98

encontram-se na tabela 10.

Tabela 10: Triagem fitoquimica realizada para o extrato metandlico de B.

pachyphylla e para suas fracoes.

Classes de metabdlitos Resultado
secundarios
saponinas positivo
alcaloides negativo
taninos hidrolisaveis positivo
flavonoides positivo

4.4. Identificacao de taninos pela técnica de cromatografia em camada delgada

4.4.1. Analise taninos antes da hidrolise acida

A placa cromatografica referente as andlises do extrato metandlico e das

fracOes acetato de etila, n-butanol e 98 encontra-se na figura 9.
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E f.B f. A i.e8

Placa cromategrafica: E= extrato metandlico; {.B= fragdo n-butanacl;
f.A.= fragao acetato de etila; 1.98= fragao 98

Figura 9: Andlise do extrato metandlico e de suas fragdes em CCD utilizando fase

moével para identificagao de taninos.

O extrato e as fragbes testados apresentaram manchas azuis na origem,
sugerindo a presengca de taninos hidrolisaveis, uma que esses exibem essa
coloracao na presenca de cloreto férrico.

A revelacdo sob luz ultravioleta revelou manchas fluorescentes em 365 nm no

extrato metandlico e na fragcao acetato de etila.

4.4.2. Anadlise de taninos apds hidrolise acida
A placa cromatografica do extrato metandlico hidrolisado encontra-se na

figura 10.
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A B C

A = extrato metandlico;
B = extrato metandlico hidrolisado;
C = acido galico (padrao)

Figura 10: Analise do extrato metandlico hidrolisado em CCD utilizando fase movel

para identificacao de taninos.

Observa-se na cromatoplaca da figura 12 que apenas apo6s a hidrélise o
extrato metandlico apresentou mancha com R; semelhante ao 4&cido galico,

confirmando a hipétese da presenga de taninos hidrolisaveis no extrato metandlico.

4.5. Obtencao dos espectros no UV das fracoées n-butanol e 98

As bandas e respectivas absorbancias apresentadas pelas fracées analisadas

estdo na tabela 11 e figura 11.



Tabela 11: Bandas de absorbancia das fragdes n-butanol e 98.
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Fracao n-butanol

Diluicdo: 1:100

Comprimento de onda equipamento: 200-400 nm

Bandas Absorbéancia

209,5 nm 0,662

227,5 nm 0,725

279 nm 0,264
Fracao 98

Diluicdo : 1:100

Comprimento de onda equipamento:

200-400 nm

Bandas Absorbéancia

208 nm 0,539

227,5nm 0,581

277 nm 0,258

349,5 nm 0,072

Fracao n-butanol Fracao 98

Figura 11: Espectros no UV das fragdes n-butanol e 98.
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5. DISCUSSAO

O fracionamento do extrato metandlico de B. pachyphylla através de particao
liquido-liquido apresentou rendimento consideravel (95,29%). As perdas ocorridas
durante as transferéncias de vidrarias desde o fracionamento até o
acondicionamento final das fracées resultaram na reducdo das massas de cada
fracdo, o que explica a diferenca entre a massa inicial do extrato (10,006 g) e massa
resultante da soma das fracdes (9,535¢). A particao liquido-liquido realizada utilizou
solventes imisciveis entre si (agua e acetato de etila; agua e n-butanol) e de
polaridades diferentes, permitindo a distribuicao seletiva dos diversos compostos
quimicos presentes no extrato de acordo com a polaridade dos mesmos, ou seja, as
substancias mais polares concentraram-se na fragdo aquosa, as menos polares na
fracao acetato de etila e as de polaridade intermediaria na fracao n-butanol.

No estudo realizado foi utilizada a técnica de cromatografia em camada
delgada para obtengéo do perfil cromatografico do extrato e de suas fragcdes acetato
de etila e n-butanol. A CCD permite a separac¢ao dos constituintes de uma amostra
através do fendbmeno de adsor¢ao que consiste na maior ou menor concentracao de
substancias da amostra sobre a superficie da fase estacionaria (adsorvente), no
caso a silica. Esta apresenta grupos hidroxilicos denominados silandis que séo
capazes realizar interagbes intermoleculares com os analitos (amostra) e com as
moléculas do solvente (fase mével). Assim, ha uma competicdo entre as moléculas
da amostra e as moléculas da fase movel pela superficie do adsorvente (ZUANON
NETTO; CAZETTA, 2005; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Observando-se a andlise do extrato e das fracbes por CCD, nota-se que os
perfis (fatores de retencéo e coloracdo das manchas) do extrato e da fragdo acetato

de etila foram muito semelhantes. As fases modveis hexano: acetato de etila:
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isopropanol 70:28:02 e 75:23:02 foram capazes de separar os constituintes menos
polares do extrato e da fracao acetato. Porém, a fracdo n-butanol permaneceu retida
no ponto de aplicacdo, ja que a fase moével utilizada ndao conseguiu eluir seus
componentes quimicos, uma vez que essa fragdo deve ser composta
predominantemente por substancias de média a alta polaridade, necessitando de
uma fase mével com polaridade maior e também, com maior forca de eluicdo que
permitisse a competicdo com a silica. Comparando-se os fatores de retencao das
cromatoplacas 1 e 2 verifica-se que os valores de R; diminuiram em 2, pois a fase
mével empregada nesse ultimo apresenta um aumento na proporcdo de hexano, o
que confere um carater mais apolar a fase movel, diminuindo sua forca de eluicao e
assim, reduzindo o R; das substancias. As placas de CCD apresentaram manchas
reveladas por luz ultravioleta (365 nm), anisaldeido sulfurico, sugerindo,
respectivamente, a presenca de compostos com grupos cromoéforos (UV), terpenos
e/ou esteroides pela seletividade do anisaldeido por essas classes de metabdlitos.

Na cromatografia em coluna (CC) as substancias eluem segundo a
polaridade. Assim, compostos com maior polaridade serdo mais retidos por
adsorventes como a silica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A fragéo acetato de etila foi fracionada através de uma coluna cromatografica,
utilizando a fase mével hexano: acetato de etila: isopropanol em um sistema
gradiente, no qual a forca de eluigdo e a polaridade da fase mdvel foram
aumentadas gradativamente. As substancias com polaridade menor eluiram
primeiramente, enquanto os compostos mais polares ficaram retidos pela silica,
sendo eluidos apenas com fases moveis de carater mais polar, como o acetato de

etila e metanol.
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Analisando-se as placas de CCD das fracoes da CC, observa-se que a coluna
foi eficiente na separagcao de compostos até aproximadamente a fragcdo 35, uma vez
que essas fracoes apresentaram perfis cromatograficos distintos (fator de retencao e
cores das manchas). As fragcoes 14 a 18 apresentaram menor numero de manchas
guando comparadas com outras fracoes. A partir da fracdo 36 ocorreu uma reducao
da resolucdo cromatografica, o que levou a nao separacdo adequada das
substancias presentes na fragdo. A CCD também demonstrou o carater altamente
polar da fracdo 98 que permaneceu retida no ponto de aplicacdo mesmo com a
utilizacdo de uma fase mével com maior polaridade (acetato de etila: cloroférmio +
2% de acido acético).

As placas cromatograficas das fracbes da CC sugerem a presenca de
compostos com grupos cromoéforos, terpenos e/ou esteroides e compostos organicos
revelados, respectivamente, por luz ultravioleta (365 nm), anisaldeido sulfarico e
solucao de acido sulfurico a 10%.

Comparando-se as massas das fracbes da CC, nota-se que a fragcdo 98
apresentou maior massa, concentrando a maior parte dos constituintes da fracédo
acetato de etila.

Os ensaios de atividade antibacteriana utilizaram as espécies H. pylori
(bactéria gram negativa espiralada), E. coli (bacilo gram negativo) e S. aureus
(cocos gram positivos). As trés espécies de bactérias citadas estao relacionadas
com patologias importantes, como Ulceras gastricas, infecgdes urinarias e infecgdes
graves (sindrome do choque téxico), respectivamente (MIMS et al., 2005).

Nos testes realizados foram utilizados dois métodos de revelacdo para as

microplacas, a resazurina e a leitura espectrofotométrica.
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A resazurina (fenoxazin-3-ona) € um corante indicador de éxido-reducao
utilizado na determinacao da atividade antibacteriana. Esse corante é capaz de atuar
como receptor de elétrons. Dessa forma, quando ha crescimento bacteriano, a
resazurina sofre reducdo e muda sua coloracdo de azul para rosa. A concentracao
inibitéria minima (CIM) foi estabelecida como a menor concentragdo da substancia
testada sem a alteracdo da coloracdo azul para rosa (GABRIELSON et al., 2002;
PALOMINO et al.,, 2002; MONTEJANO et al.,, 2005; MORAES, 2006; DIGNANI,
2009).

Além da CIM, os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de diluicdo
em microplaca permitiram avaliar aspectos como contaminagdo do meio de cultura
utilizado, viabilidade das bactérias, inocuidade do diluente e contaminacado das
substancias testadas. Tais aspectos podem ser observados nas microplacas dos
testes realizados, como descrito abaixo:

- A coluna 1 apresenta-se azul, indicando auséncia de crescimento de micro-
organismos, e, portanto, a ndo contaminacao dos meios de cultura empregados;

- A coluna 2 indica crescimento bacteriano pela coloragdo rosa, demonstrando que
as bactérias testadas sdo capazes de se desenvolverem;

- A coluna 3 foi o controle positivo e apresenta coloragcado azul, mostrando que as
bactérias utilizadas nos ensaios sdo sensiveis a agentes antimicrobianos
recomendados;

- A coluna 10 foi o controle negativo, apresentando-se rosa. Tal coloracéo
demonstra crescimento bacteriano, indicando que os diluentes utilizados né&o
apresentam atividade bacteriostatica ou bactericida e dessa forma, nao interferiram

nos resultados de CIM obtidos;
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- As colunas 11 e 12 foram os controles das substancias testadas, apresentando
coloragao azul. Isso mostra que o extrato ou fragao testado ndo estava contaminado
por outros micro-organismos.

A literatura aponta espécies de Byrsonima que demonstraram atividade
contra S. aureus. Extratos metandlicos de B. crassa, B. intermedia e B. basiloba
apresentaram CIM de 125, 125 e 250 pg/mL, respectivamente (PIMENTA, 2006).
COSTA (2010) mostrou que o extrato metandlico de B. pachyphylla e suas fracdes
acetato de etila e n-butanol foram capazes de inibir S. aureus a partir de 125 pg/mL.

Avaliando os resultados obtidos nos testes de atividade antibacteriana
realizados neste estudo observa-se que algumas fracdes do extrato metandlico de
B. pachyphylla apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus. A
concentragao inibitéria minima de maior significado foi a de 125 ug/mL, CIM das
fracoes acetato de etila, n-butanol e 98. COSTA (2010) demonstrou que o extrato
metanolico apresenta concentragcdo bacteriostatica minima igual a 125 pg/mL
quando testado contra S. aureus. Tal fato sugere que a espécie B. pachyphylla
apresenta metabdlitos secundarios com acao contra S. aureus e que as substancias
com atividade antibacteriana presentes no extrato distribuiram-se entre as fragées n-
butanol e acetato durante a particao liquido-liquido. Com o fracionamento da fracéo
acetato, as substancias ativas presentes na mesma concentraram-se na fracéo 98.
Além disso, a CIM obtida para as fragdes de B. pachyphylla encontra-se coerente
quando comparada com os valores de concentracdo inibitéria minima citados nos
trabalhos acima.

Em relacdo aos ensaios realizados com S. aureus, sugere-se a realizagao de
um teste para determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) para

verificar em quais concentracbes as fracoes que apresentaram atividade
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antibacteriana sao bacteriostaticas ou bactericidas (NOGUEIRA, 2009; COSTA,
2010). Os testes executados com H. pylori devem ser repetidos, ja que as
concentracdes das substancias testadas (no pogco da microplaca) estavam muito
baixas. Além disso, outras espécies de micro-organismos podem ser selecionadas
para os ensaios de atividade antibacteriana, escolhendo-as com base na utilizagao
do género Byrsonima pela medicina popular.

Analisando o grafico (figura 8) que demonstra a viabilidade de S. aureus
diante de diferentes concentracdes de algumas fragdes do extrato metandlico de B.
pachyphylla, observa-se que o crescimento bacteriano diminui a medida que as
concentracdes das fracbes aumentam. Flutuacées no percentual de crescimento
bacteriano encontradas nos resultados justificam-se por erros ocorridos durante a
execucao da técnica. Dessa forma, para que se possa chegar a resultados mais
precisos, deve-se repetir os testes e realizar novas leituras em espectrofotbmetro.

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato metandlico de algumas
espécies do género Byrsonima revelaram principalmente a presenca de taninos,
derivados de acido galico, flavonoides e catequinas (FIGUEIREDO et al., 2005;
MICHELIN et al., 2008).

A triagem fitoquimica realizada apontou a presengca de saponinas,
flavonoides, taninos no extrato metandlico e nas fracées acetato, n-butanol e 98. A
presenca desses metabolitos ja foi mostrada por Martinez-Vasquez (1999) em
espécies do género Byrsonima.

Dentre as classes de substancias encontradas na triagem fitoquimica
destacam-se os taninos hidrolisaveis pelo carater polar e atividade antibacteriana.

Os taninos podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica em

taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos) e condensados. Extratos de plantas
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podem ser investigados quanto a presenca de taninos hidrolisaveis através de
hidrélise acida que apresenta como um de seus produtos o acido galico (Simdes et
al., 2010).

A andlise do extrato metandlico e das fragdes através de CCD, utilizando a
fase mével benzeno: metanol: acido acético, mostrou a presenca de machas azuis
no ponto de aplicagdo das mostras, sugerindo a existéncia de taninos, ja que os
mesmos sao capazes de formar complexos azuis com cloreto férrico. Apds a
hidrélise do extrato nota-se que as substancias, antes concentradas no ponto de
aplicacao, passaram a deslocar-se pela placa, apresentando mesmo R e coloracao
que o acido galico. Tal fato seria um indicativo da presenca de taninos hidrolisaveis
no extrato metandlico.

Os espectros de absorcao das fracdes n-butanol e 98 apresentaram picos de
absorcdo em torno de 278 nm, sugerindo a possivel presenca de taninos, ja que o
acido galico apresenta pico de absor¢cao em 273 nm (MOREIRA et al., 2002).

Dessa forma, existe a probabilidade de que os compostos responsaveis pela
atividade antibacteriana do extrato e das fracbes sejam taninos hidrolisaveis, uma
vez que essa classe de metabdlitos secundarios apresenta atividade antimicrobiana
(SANTOS, MELLO, 2010) e também, esses compostos s&o polares, assim como o
perfil em CCD das substancias constituintes das fra¢cdes n-butanol e 98.

E importante ressaltar que o metabolismo secundario de plantas pode variar
consideravelmente dependendo de varios fatores como sazonalidade, indice
pluviométrico, radiagcdo ultravioleta, composicdo atmosférica, temperatura,
patdgenos presentes no ambiente, nutrientes e altitude (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Assim, os resultados de atividade antibacteriana e avaliagdo do perfil

fitoquimico poderiam apresentar variacbes com extrato produzido a partir de
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condicdes diferentes como mudangas de solvente, época da coleta, secagem, entre

outros fatores.

6. CONCLUSAO

Os ensaios de atividade antibacteriana com determinagdgo da CIM
demostraram que algumas fracées do extrato metandlico de B. pachyphylla
apresentaram atividade contra S. aureus, sugerindo a presenca de metabdlitos
secundarios com acao antibacteriana nesta espécie. As analises em cromatografia
revelaram que as principais fracoes ativas sao constituidas por substancias polares
e além disso, foi possivel identificar taninos hidrolisaveis no extrato e nessas
fracbes. Assim, existe a possibilidade de parte da atividade antimicrobiana da
espécie em estudo ser atribuida a essa classe de substancias, uma vez que existem

registros na literatura em relacao a atividade antibacteriana de taninos .
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