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1. RESUMO

Coleus blumei Benth (Lamiaceae), popularmente conhecida no Brasil como
“coragdo-magoado” ou “coléus-de-Java’, € uma planta ornamental amplamente
utilizada devido ao colorido de suas folhas. Diversas espécies do género Coleus
apresentam compostos com atividade antioxidante, antimicrobiana e alelopatica devido
a presenga de compostos quimicos como coleonol, forscolina e acido rosmarinico.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico e realizar
ensaios biolodgicos para avaliar a atividade antibacteriana, antioxidante e alopatica do
extrato etandlico 70% e de suas fracdes acetato de etila, diclorometano e fragdo aquosa
final de folhas de Coleus blumei Benth. O extrato vegetal foi preparado por turbolise a
partir do p6 de folhas secas trituradas, utilizando como solvente para extragdo etanol
70%. O extrato etanolico foi fracionado com os solventes diclorometano e acetato de
etila. O estudo fitoquimico identificou a presenga de saponinas, antraquinonas livres,
flavonoides ¢ antocianidinas. Na avaliacdo antibacteriana a fragdo diclorometanica
apresentou atividade frente a todos os micro-organismos testados tanto no teste de
difusdio em Agar quanto no teste de microdiluicio. O extrato etandlico 70% sem
fracionamento apresentou atividade frente aos micro-organismos S. aureus e S.
epidermidis no teste de difusdo em Agar e frente a todos os micro-organismos testados
no teste de microdiluicdo. A fracdo acetato de etila apresentou atividade frente ao
micro-organismo S. aureus no teste de difusdo em Agar e frente a todos os micro-
organismos testados no teste de microdilui¢do. A fracdo aquosa final ndo apresentou
atividade frente a nenhum micro-organismo testado. No teste da avaliagdo da atividade
alopatica a fragdo diclorometanica apresentou maior inibicdo de germinagdo e
crescimento de sementes de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), seguida pelo

extrato etanolico 70%, pela fracdo acetato de etila e pela fracdo aquosa final. No teste de



atividade antioxidante com DPPH a frag¢dao acetato de etila apresentou maior atividade
antioxidante seguida pela fragdo aquosa final e pela fracao diclorometano. No teste de
determinagdo da capacidade antioxidante com anions perdxidos foi possivel observar
atividade antioxidante somente nas fragdes acetato de etila e fracdo aquosa final. No
teste de reducdo de Fe'" em Fe®', a fra¢do acetato de etila apresentou maior atividade,
seguida pela fracdo aquosa final e fragdo diclorometanica. Portanto com o presente
projeto foi possivel observar que o extrato etandlico 70% e suas fracdes apresentam
atividade antibacteriana, alopatica e antioxidante, sendo a fragdo mais apolar a detentora
de maior atividade antibacteriana e alopatica e a fracdo polar com moderada atividade
antioxidante. Desta forma torna-se interessante seu estudo como auxilio para futuras

pesquisas.

Palavras-chave: Coleus blumei Benth, cora¢do-magoado, coléus-de-Java,

antimicrobiano, alelopatia, antioxidante, fitoquimica.



2. ABSTRACT

Coleus blumei Benth (Lamiaceae), popularly known in Brazil as "heart-hurt" or
"coleus-of-Java" is an ornamental plant widely used due to the color of its leaves.
Several species of the genus Coleus present compounds with antioxidant, antimicrobial
and allopathic activities due to the presence of chemicals such coleonol, forskolin and
rosmarinic acid. Therefore, this study aimed to carry out phytochemical study and
biological tests to evaluate the antibacterial, antioxidant and allopathic activities of the
70% ethanol extract and its fractions ethyl acetate, dichloromethane and end aqueous
fraction leaf of Coleus blumei Benth. The plant extract was prepared by turbolisis from
the powder of dried leaves, as a solvent for extraction using 70% ethanol. The ethanol
extract was fractionated with solvents dichloromethane and ethyl acetate. The
phytochemical study identified the presence of saponins, free anthraquinones,
flavonoids and anthocyanidins. In evaluating the antibacterial dichloromethane fraction
showed activity against all microorganisms tested both in agar diffusion test and
microdilution test. The 70% ethanol extract showed activity against the micro-
organisms S. aureus and S. epidermidis in agar diffusion test and against all
microorganisms tested in microdilution test. The ethyl acetate fraction showed activity
against the micro-organism S. aureus in the agar diffusion test and against all
microorganisms tested in microdilution test. The end aqueous fraction showed no
activity against any micro-organism tested. In the test of evaluation activity allopathic
dichloromethane fraction showed greater inhibition of seed germination and growth of
tomato (Lycopersicon esculentum Mill), followed by 70% ethanolic extract, the ethyl
acetate fraction and the end aqueous fraction. In testing the antioxidant activity with
DPPH ethyl acetate fraction showed higher antioxidant activity followed by the end

aqueous fraction and the fraction of dichloromethane. In the test for determining the



antioxidant capacity with anion peroxides, antioxidant activity was observed only in the
ethyl acetate fraction and end aqueous fraction. In the test of reduction of Fe3 + Fe2 +
in the ethyl acetate fraction showed higher activity, followed by the final aqueous
fraction and fractional dichloromethane. So with this project was possible to observe
that the 70% ethanolic extract and its fractions have antibacterial, antioxidant and
allopathic, more polar fraction being the largest holder of antibacterial activity and polar
fraction of allopathic and moderate antioxidant activity. Thus it becomes interesting as a

study aid for further research.

Keywords: Coleus blumei, heart-hurt, Coleus-of-Java, antimicrobial, allopathic,

antioxidant phytochemical.



3. INTRODUCAO

A populagdo brasileira faz uso frequente de plantas medicinais como forma de
tratamento para diversas enfermidades. E possivel utilizar diferentes tipos de plantas
para o tratamento de doencas. Geralmente a transmissdo de conhecimentos ¢
intergeracional e regional o que explicam a utilizagao de uma mesma planta em diversas
regides, mas com nomes populares diferentes. E importante destacar o papel dos
profissionais de satde na orientacdo da populagdo em relagdo ao uso fitoterapico, tendo
em vista a peculiaridade de cada planta e sua utilizacdo adequada (REZENDE &
COCCO, 2002).

A Organizagao Mundial da Saude estima que 80% da populagdo mundial utiliza
ou ja utilizou plantas como remédio por ser uma alternativa acessivel para a populagio
carente cujo acesso a medicina atual ¢ dificil. Muitos dos produtos fabricados sdo
obtidos a partir de extragdes de plantas ou de estruturas quimicas derivadas de vegetais
(GARCIA, 1995).

Nesse contexto, considerando a ampla utilizagdo de plantas do género Coleus
por suas diversas propriedades, inclusive antimicrobianas, demonstrou ser interessante a
realizagdo de um estudo fitoquimico e a realizagdo de ensaios bioldgicos para avaliar a
atividade antibacteriana, antioxidante e alopatica da planta, pois s3o fundamentais como
ponto de partida para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,

proporcionando maior seguranca de suas utilizagdes para a populacao.
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4. REVISAO DA LITERATURA

Diversas espécies do género Coleus apresentam compostos com atividade
antioxidante, antimicrobiana e alelopatica, devido a presenga de compostos quimicos
como a forscolina, coleonol e o acido rosmarinico. A forscolina, por exemplo, ¢ obtida
de Coleus barbatus que apresenta efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e alguns
tumores (DE SOUZA, 1993). O acido rosmarinico é encontrado em Coleus blumei e
muito utilizado em biotecnologia para a produ¢do em maior escala do composto através
de suspensdes de células de Coleus blumei (ZENK et al., 1977).

A espécie Coleus blumei Benth (Figura 1) ¢ uma planta ornamental cultivada
devido a sua grande diversidade de coloragdo e formato das folhas. Atualmente, existem
mais de 300 espécies que variam muito seus padrdoes morfologicos, além disso, a planta
apresenta muitas mutagdes o que torna seu estudo genético inviavel, mas interessante

para o consumidor, pois apresentam cores e formatos diferentes (VELHO, 2009).

Figura 1: Coleus blumei Benth. Fotografada no Horto da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

(UNESP/Araraquara) por Thais Harumi Sato.

Em estudo de plantas medicinais utilizadas como anti-inflaméatorio NAMSA e
colaboradores (2009) citam o uso de Coleus blumei preparado com agua quente com

suco de frutas citricas para aplicacdo na pele contra picadas de escorpido. O mesmo
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estudo apresenta também uma relagdo de plantas e suas atividades citando Coleus
blumei com atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria.

Segundo RAGASA e colaboradores (2001), Coleus blumei apresenta
flavonoides e coleonol, um diterpeno que também estd presente em outras espécies de
Coleus, como C. forskohlii e que ¢ responsavel pela atividade biologica. Segundo
DUBEY e colaboradores (2002), o diterpeno coleonol ¢ utilizado na medicina em
doencas cardiacas, dor espasmodica, mic¢do dolorosa e em convulsdes, pois diminui a
pressao arterial de gatos e ratos anestesiados e dos ratos ja hipertensos, devido a
relaxamento da musculatura lisa vascular, além disso, em pequenas doses, apresenta
efeito inotropico positivo sobre o coracao de coelhos e gatos. O coleonol também
apresenta efeito espasmolitico sobre o musculo gastrointestinal ¢ n3o sobre a
musculatura bronquica e efeito depressor do sistema nervoso central em altas doses.

Em estudo realizado por HEPLER e colaboradores (1972) foi constatado a
presenca de peroxidases nas células de plantas do género Coleus, podendo esta ser

responsavel por sua atividade antioxidante.

5. OBJETIVO
e Realiza¢do de um estudo fitoquimico;
e Realizacdo de ensaios bioldgicos para avaliar a atividade antimicrobiana,

antioxidante e alelopatica de Coleus blumei Benth.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Materiais

O material botanico cultivado no Horto da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(UNESP/Araraquara) foi submetido ao processo de secagem em estufa de ar circulante a
45°C durante oito dias, em seguida realizou-se pulverizagdo em moinho de facas. Sua
identificacdo foi realizada pelo Prof. Dr. Milton Groppo Curador do Herbario SPFR de
Ribeirao Preto.

Na caracterizacao fitoquimica foi utilizado solugao de cloreto férrico a 1% e a
2% em metanol, acido cloridrico concentrado e diluido a 2% (v/v), magnésio metélico,
éter de petroleo, solucdo de gelatina a 2,5%, perdxido de hidrogénio 30%, acido
sulfarico concentrado, metanol, etanol, acetona, cristais de acido borico, cristais de
acido oxalico, zinco metalico, cloreto de aluminio a 5% em etanol, dgua destilada, acido
acético 10%, solugdo de acetato de chumbo a 10%, éter etilico, amonia diluida,
carbonato de sddio a 10%, cloroformio, fosfato acido de sodio a 10%, sulfato de sddio
anidro, piridina, solu¢do de hidroxido de sédio 10%, solugdo nitroprussiato de sddio a
10%, reagente de Pesez A e B, reagentes Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand,
papel de filtro, tubos de ensaio, béquer, funil de separagdo e pipetas.

Nos ensaios microbiologicos, foram utilizadas as cepas Escherichia coli ATCC
10536 TAL 2393, Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 1851, Bacillus subtilis
ATCC 9372 TAL 1027 e S. epidermidis ATCC 12228, placas de Petri com papel de
filtro, templates, meio n°1 para antibidticos, microplacas, meio caldo Muller Hinton e
Paquimetro.

No teste de atividade alelopatica foram utilizados placas de Petri, papel filtro,

sementes de tomateiro adquiridas no comércio e agua destilada.
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Nos ensaios de atividade antioxidante, foram utilizados microplacas, solugao de
DPPH 60 uM, etanol, acido galico a 0,5 mM, solucao tampao fosfato, hexacianoferrato
de potassio 1%, acido tricloroacético 10%, cloreto férrico 0,1%, PMS (fenazina
metassulfato), NBT (azul de nitrotetrazdlio) e solugdo de NADH (nicotinamida adenina

dinucleotideo).

6.2. Equipamentos utilizados
Agitador de tubos, autoclave (Phoenix/AV50), balanga analitica (Bel Mark),
camara de fluxo laminar, espectrofotometro UV/VIS (Hewlett Packard), estufa de
secagem com ar circulante, moinho de facas, evaporador rotatério (Marconi-MA120),
chapa de aquecimento (Marchesoni 1), estufa microbiologica, luz UV, liquidificador de
aco inoxidavel, Micropipeta 100-1000 puL (Boeco), Micropipeta 20-200 pL (Bolco),
Ultrassom (Unique Ultrasonic Cleaner), Refrigerador, Freezer e Camara de germinagao

BOD (Marconi).

6.3. Preparacgéo dos extratos

Para o preparo do extrato etanolico, 100 g do material vegetal pulverizado foram
intumescidos com 500 mL de etanol 70%. Em seguida foram submetidos a turbolise por
3 minutos, com 500 mL de etanol 70%, por 3 vezes. Apos esta etapa, o extrato etandlico
foi concentrado a 400 mL em evaporador rotatorio em temperatura inferior a 40°C. Dos
400 mL, 100 mL foram levados a secura para célculo do residuo seco. Os 300 mL
restantes foram submetidos a fracionamento com os solventes diclorometano e acetato
de etila, sendo denominados FD, FAE e FF para a fracdo aquosa final obtida. Apds o
fracionamento, as fracdoes foram levadas a secura para calculo do rendimento e

ressuspendidas em agua destilada para a realizagdo dos testes.
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Material vegetaq
publverizado
etanol ¥0%
500 mL

Turbaolise

I etanol V0%
500 mL

Secagem ate

400 mL

100 mL 300 mL
Fracionamento

Figura2: Esquema do processo de extragéo por turbolise realizado com as folhas secas

pulverizadas de Coleus blumei Benth.

6.4. Caracterizacao fitoquimica
Os testes de caracterizagdo fitoquimica foram realizados segundo métodos
estabelecidos por MATOS e colaboradores (1997) e pela Farmacopeia Brasileira 5*
edi¢do (2010). A caracterizacdo fitoquimica foi realizada com as folhas da planta seca

pulverizada.

6.4.1 Flavonoides: Para a realizacdo dos testes de identificagao, realizou-se
o desengorduramento das folhas pulverizadas de Coleus blumei com 20 mL com éter de
petrdleo, em seguida extragdo com 30 mL de metanol em banho-maria. Por fim, o
extrato metandlico obtido foi levado a secura e ressuspendido em 10 mL de etanol. A
solugdo etanodlica obtida foi utilizada nos testes a seguir:
Reacéo de cianidina
Colocou-se 1 mL do extrato obtido anteriormente em tubo de ensaio com magnésio

metalico, em seguida foram adicionadas algumas gotas de acido cloridrico concentrado.
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O desprendimento de géas (H,) e a presenga de coloracao rosea ou vermelha podem
indicar a presencga de flavonoides.

Reacédo oxalato-bdrica

Em tubo de ensaio, evaporou-se, em banho-maria, 3 mL do extrato obtido, apds a
secura, adicionou-se 5 gotas de acetona e alguns cristais de dcido borico e acido oxalico,
em seguida levou-se a solucao a secura novamente, que foi ressuspendida em 5 mL de
¢ter e observado em luz UV. A presenca de fluorescéncia amarela-esverdeada pode
indicar a presenga de flavonoides.

Reacdo de Pew

Em um tubo de ensaio, evaporou-se em banho-maria 3 mL do extrato obtido, apds a
secura, adicionou-se 3 mL de metanol, zinco metalico e acido cloridrico concentrado,
respectivamente. A presenga de coloracdo vermelha pode ser indicativo de flavonoides.
Reacéo com cloreto férrico

Em um tubo de ensaio com 1 mL do extrato obtido, foram adicionadas gotas de solu¢do
metandlica de cloreto férrico a 2%. A presenga de flavonoides pode resultar em
coloracdo verde, amarela ou violdcea dependendo do tipo de flavonoide presente na
amostra.

Reacdo com cloreto de aluminio

Em papel de filtro foi gotejado em areas diferentes o extrato obtido, em seguida sobre
estas areas adicionou-se uma gota de cloreto de aluminio a 5% em etanol e observou-se
sob luz UV. A presenca de fluorescéncia pode indicar presenca de flavonoides.
Confirmacéo de flavonoides com cromatografia em camada delgada

Para confirmar a presenca de flavonoides, foi realizado um cromatografia em camada

delgada em cromatoplaca de silica gel como fase estaciondria e a mistura dos solventes
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etil acetato formico, acido glacial, acido acético e agua (100:11:11:27) como fase

movel, conforme descrito por WAGNER e colaboradores (1989)

6.4.2 Taninos: Antes de se iniciar os testes de identifica¢do, preparou-se

uma solugao extrativa da seguinte maneira:

Em um béquer realizou-se decoc¢do durante 15 minutos com 5 g das folhas
secas pulverizadas e 100 mL de agua destilada. Em seguida a decocg¢do foi filtrada e
utilizada nos testes a seguir:
Reacgdo com gelatina
Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL do decocto, 2 gotas de acido cloridrico
diluido e solugdo de gelatina 2,5% gota a gota. A formagdo de precipitado pode indicar
a presenca de taninos.
Reacéo com acetato de chumbo
Em um tubo de ensaio adicionou-se 5 mL do decocto, 10 mL de solug¢dao de acido
acético 10% e 5 mL de solugdo de acetato de chumbo a 10%. A formagao de precipitado
esbranquicado pode indicar a presencga de taninos hidrolisaveis.
Reacéo com sais de ferro
Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL do decocto, 10 mL de &gua destilada e
algumas gotas de solucdo de cloreto férrico a 1% em metanol. A formacgao de coloragao
azul pode indicar a presenca de taninos hidrolisaveis e coloragdo verde de taninos

condensados.
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6.4.3 Antraquinonas:

Antraquinonas livres: Em béquer de 50 mL, adicionou-se 1 g das folhas pulverizadas ¢
10 mL de éter etilico, apos filtrar, adicionou-se 1 mL de amonia diluida e agitou-se. A
formagao de uma camada résea pode ser indicativa de presenca de antraquinonas livres.

Glicosideos antraquinodnicos: 20 mL de agua destilada foram adicionados ao pé
residual da filtragao do teste anterior aquecidos a ebulicdo por 5 minutos. Apo6s filtrar a
nova extracao, adicionou-se 10 mL de &cido cloridrico e 3 mL de dgua oxigenada 30% e
aqueceu-se a ebulicao por 5 minutos. A solucdo extrativa filtrada obtida foi introduzida
em funil de separagdo com éter etilico; a fase etérea obtida no funil de separagdo foi
transferida para tubo de ensaio onde foram adicionados 3 mL de amoénia diluida,
seguido de agitagdo. A presenca de coloracdo rdésea pode indicar presenga de

glicosideos antraquindnicos.

6.4.4 Alcaloides: As reagdes gerais para alcaloides baseiam-se na formagao de
complexos insoluveis (precipitados). Na caracterizacao foram adicionadas, em um gral,
algumas gotas de carbonato de s6dio a 10% em 5 g das folhas pulverizadas, em seguida
realizou-se extracdo com 25 mL de cloroféormio com o auxilio do pistilo. A solugdo
extrativa obtida foi filtrada e submetida a separacdo em funil de separacdo com solucdo
de 4cido cloridrico 2%. A fase aquosa acida obtida foi utilizada nas reagdes de
caracterizagdo com os reagentes Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand em
laminas de vidro. A formacdo de precipitado ou turvacdo pode indicar a presenca de

alcaloides.



18

6.4.5 Saponinas
Teste de formacao de espuma
Em um béquer, foram adicionados 2 g da planta pulverizada e 10 mL de agua destilada,
em seguida a solucdo foi aquecida a ebulicdo por 5 minutos. Apo6s filtrar a solugdo,
agitou-se o tubo vigorosamente por 15 segundos. Pode ser indicativo de presenca de
saponinas a formag¢do de espuma persistente apds 15 minutos de agitacao.
Determinagdo do indice de espuma
A determinacdo do indice de espuma ¢ realizada quando o teste de formacao de espuma
¢ positivo. No teste adiciona-se 50 mL de agua fervente a 1 g do material vegetal e
mantém-se sob ebulicdo por 30 minutos. Apos resfriada, a solugdo foi colocada em
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua destilada.

A solucdo do baldo volumétrico foi distribuida de acordo com o esquema a seguir.

Mumero do tubo | Il n v v Vi Vil Vil | IX X
Volume de decocoto (mL) 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
Volume de agua (mL) ] 8 7 5] 5 4 3 2 1 0

Por fim, os tubos foram agitados por 15 segundos e apds 15 minutos mediu-se a altura

da espuma formada.

6.4.6 Glicosideos cardiotdnicos: Antes de se iniciar os testes de
identificacdo, preparou-se uma solucdo extrativa da seguinte maneira:
Em um béquer com 5 g das folhas de Coleus blumei pulverizadas, adicionaram-se 50
mL de etanol 70% que foi submetido a aquecimento em banho-maria por 10 minutos,
filtrado e completado com etanol 70% até o volume de 30 mL, em seguida foram
adicionados 15 mL de solugdo de acetato de chumbo 10%, agitou-se e filtrou-se a
solugdo. Ao filtrado adicionou-se 10 mL de solugdo de fosfato acido de sddio 10%,

agitou-se e filtrou-se a solugdo. O filtrado foi submetido a separagdo em funil de
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separagdo com 15 mL de cloroféormio por duas vezes. A fase organica, adicionou-se
sulfato de sodio anidro. Esta extracao obtida foi utilizada nos testes a seguir:

Reacdo de Legal

Em um tudo de ensaio evaporou-se até secura, em banho-maria, 2 mL do extrato obtido
anteriormente, ¢ adicionou-se 1 mL de piridina, 0,5 mL de solu¢do de hidroxido de
sodio 10% e 0,5 mL de solu¢ao de nitroprussiato de sodio 10%. A formagao de
coloragdo vermelha intensa vinhosa pode indicar a presenca de glicosideos
cardiotOnicos.

Reacao de Pesez

Em um tudo de ensaio evaporou-se até secura, em banho-maria, 2 mL do extrato obtido,
em seguida adicionou-se 1 mL de reagente Pesez A. A solugdo foi aquecida a 100° C
por 3 minutos e apos resfriar, adicionou-se o reagente de Pesez B. A formagdo de
coloracdo vermelha apdés aquecimento pode indicar a presenga de glicosideos
cardiotonicos.

Reacéo de Keller-Killiani

Em um tudo de ensaio evaporou-se até secura 2 mL do extrato obtido, em seguida
adicionou-se 1 mL de 4cido acético, 2 gotas de solucdo de cloreto férrico 2% e 2 mL de
acido sulfurico concentrado com cuidado. A presenga de um anel castanho avermelhado
entre as camadas e a coloragdo verde-azulada da camada acética pode indicar a presenga

de glicosideos cardiotonicos.
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6.5. Ensaios Bioldgicos

6.5.1 Padronizacdo da suspenséo bacteriana

A padronizacdo da suspensdo bacteriana foi realizada segundo documento
NCCLS. Realizou-se uma suspensdo direta em solucdo salina 0,85% estéril com as
cepas: E. coli ATCC 10536 IAL 2393, S. aureus ATCC 6538 IAL 1851, Bacillus
subtilis ATCC 9372 TIAL 1027 ¢ S. epidermidis ATCC 12228, obtidas de agar Mueller-
Hinton com crescimento de 24 horas, até obtencdo, em espectrofotdometro, de
absorvancia de 0,08 a 0,1 no comprimento de onda de 625 nm que correspondem a
aproximadamente de 1 a 2 x10® UFC/mL. Para os testes de difusdo em Agar procedeu-

se uma diluigdo de 1:10.

6.5.2 Ensaio microbiolégico por difusdo em agar (Farmacopeia Brasileira 52
edicéo, 2010)

Em placas de Petri estéreis, foram adicionados 20 mL de agar n°l para
antibioticos como camada basal e 5 mL de 4gar n°l para antibidticos com 2% do
indculo preparado como camada superficial para as bactérias. Apds solidificagdo do
meio, foram adicionados templates estéreis as placas. Aos orificios dos templates, foram
adicionados 100 uL da solugdo extrativa teste. A concentracdo inicial utilizada foi de 10
mg/mL, aos demais orificios, realizou-se dilui¢do seriada de 1:2 em tubos de ensaio

com agua destilada estéril até concentrag¢do de 0,63 mg/mL, conforme a Figura 2.
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Figura 3: Esquema da diluigdo seriada e do ensaio microbiologico por difusdo em agar.

O controle utilizado foi o ciprofloxacino na concentragdo de 50 pg/mL. A
concentracdo deste farmaco utilizado como controle nos testes foi estipulada através de
ensaio de difusdo com diferentes concentracoes.

As placas foram incubadas por 24 horas em estufas a 36°C (£ 1°C). Apos
incubacao as medidas dos halos de inibicdo de crescimento formados foram realizadas

com paquimetro digital.

6.5.3 Método de diluicdo em microplaca com determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) segundo NCCLS.

Vinte miligramas de cada fracdo de extrato e do extrato etandlico 70% foram
ressuspendidos em 2 mL de agua destilada, obtendo-se concentragdo inicial de 10
mg/mL. Em seguida as solu¢des extrativas foram diluidas seriadamente até

concentragdo de 0,039 mg/mL (Figura 3).
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No teste com as bactérias utilizou-se o meio caldo Muller Hinton. Na primeira
coluna (1) adicionaram-se 200 pL. de meio de cultura como controle do meio e a partir
da segunda coluna foram adicionados 100 pL de meio de cultura. Na quarta coluna (4),
adicionaram-se 100 pL do extrato preparado com concentracdo inicial de 10 mg/mL, a
partir desta coluna, realizou-se a diluigdo seriada 1:2 homogeneizando-se e transferindo-
se 100 pL do primeiro pogo para os pogos subsequentes. Apos dilui¢do, foram
adicionados, a partir da segunda coluna, 100 pL do in6culo preparado. A terceira coluna
(3) foi utilizada como controle negativo, sendo o ciprofloxacino na concentragao de 50

png/mkL.
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Figura 4: Esquema para a realizagéio do teste em microplacas.

6.5.4 Revelacdo dos testes de diluicho em microplaca com determinacdo da

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

6.5.4.1 Preparo da solucdo de resazurina
A solucao de resazurina foi preparada pesando-se 2 mg de resazurina que foram

diluidos até obtencdo de concentragao de 0,1 mg/mL em agua destilada, em seguida
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realizou-se uma dilui¢do de 1:10. A resazurina ¢ um indicador de oOxido-reducao

utilizado para revelar o crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

6.6. Atividade alelopatica

6.6.1 Teste de inibicdo da germinacdo de sementes de tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill)

Os testes de germinacdo foram realizados em placa de Petri com papel de filtro.
Em cada placa de Petri foram colocadas 25 sementes de tomate em quadruplicata,
totalizando 100 sementes para cada fragdo extrativa testada. O teste foi realizado com as
fragdes diclorometano, acetato de etila e a fragdo final aquosa que foram suspensas em
agua destilada até concentragdo de 1 mg/mL. O controle foi realizado com agua
destilada (Figura 4).

Teste de germinacio

Placa de petri com
papel filtro

25 sementes
de tomate

Sf—

Agua destilada
Controle

Fragao Fragao
diclorometano Acetato de Etila

Figura 5: Esquema para a realizacao do teste de germinacao realizado em quadruplicata.

O teste foi realizado em quadriplicata. Foram adicionados 4 mL de cada extrato

por placa, que foram mantidas em estufa propria para germinagdao (BOD), com
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temperatura de 35°C. O nimero de sementes germinadas foi determinado a cada 24

horas por sete dias.
6.6.2 Teste de crescimento de plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill)

Em placa de Petri com papel filtro foram adicionadas 25 sementes de tomateiro e
2 mL de agua destilada esterilizada, apds germinarem foram adicionadas as placas 2 mL
da solugdo extrativa ressuspensas em agua destilada em concentragdes de 2 mg/mL,

conforme a Figura 5.

Teste de crescimento

Placa de petri com 75 sementes
papel filtro de tomate
ﬂ germinacao (72h)

Fragao Fragao Fragéo Agua destilada
diclorometano Acetato de Etila aquosa Controle

Figura 6: Esquema para a realizacdo do teste de crescimento realizado em quadruplicata.

Este teste foi realizado em quadriplicata. Para cada fragdo, foram preparadas 4

placas com 25 sementes cada totalizando 100 sementes por fracao testada e controle.
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6.7. Avaliacdo da capacidade antioxidante

6.7.1 Determinacdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH-2,2-difenil-
1-picril-hidrazila

O DPPH ¢ um radical livre estavel de coloragdo violeta. O ensaio baseia-se na
capacidade da substancia teste em sequestrar os radicais DPPH ocorrendo a mudanga de
coloragdo de violeta para amarelo palido (ALVES et al., 2010). Para isso preparou-se a
solucao de DPPH pesando-se 2,4 mg de DPPH diluido em 50 mL de etanol absoluto em
baldo volumétrico. As fragdes obtidas foram suspendidas em dagua destilada a
concentracdo de 0,5 mg/mL para as fragdes acetato de etila e fragdo final aquosa e 1
mg/mL para a fracao diclorometano.

O teste foi realizado em microplaca adicionando-se a amostra, etanol ¢ DPPH.
Para a fragdo acetato de etila o volume testado foi de 4 a 16 pL, para a fracdo aquosa
final o volume testado foi de 5 a 35 pL, ambas com concentracdo de 0,5 mg/mL, e para
a fracdo de diclorometano o volume testado foi de 4 a 16 pL. com concentragdo de 1
mg/mL. Estas concentracdes foram estabelecidas através de testes prévios até se obter
uma faixa de volume de amostras onde houvesse aumento crescente da atividade
antioxidante.

A absorvancia das solu¢des foram medidas a 515 nm em espectrofotdometro.
Como controle negativo, utilizou-se 150 pL de etanol e 150 uL da solugdo de DPPH e
como branco 300 pL de etanol. Os testes foram realizados em triplicata e a analise dos
resultados foram determinados através do 1Csy utilizando-se o programa Origin 8, com o
qual construiu-se graficos de % Atividade antioxidante x concentragdo em pg/mL. Para
obter a concentra¢do da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH, utilizou-se a

equagao da reta, substituindo o valor de y por 50.
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6.7.2 Capacidade total de reducéo pela transformacéo de Fe** em Fe** (KOKSAL et
al., 2011)

As fragdes obtidas foram diluidas para as concentragdes de 10 a 50 pug/mL em
agua destilada. Em seguida, em tubos de ensaio, adicionou-se 750 uL de amostra, 1 mL
de solucdo tampdo fosfato e 1 mL de hexacianoferrato de potassio 1%. As misturas
foram incubadas a 50 °C por 20 minutos, depois adicionou-se 1 mL de &cido
tricloroacético 10% e 250 pL de cloreto férrico 0,1%, por fim observou-se as solugdes
em espectrofotometro a 700 nm. Quanto maior a absorvancia, maior ¢ o poder de

reducao.

6.7.3 Determinacdo da capacidade antioxidante com peroxido de hidrogénio

Em microplaca, adicionaram-se 150 pL de solugdo tampao as fragdes testadas,
10 uL de PMS e 25 uL de NBT, em seguida, a solugdo foi incubada por 2 minutos.
ApoOs incubagdo, adicionaram-se 15 pL de solucdo de NADH e incubou-se a solugao
por 5 minutos. Por fim, completou-se o volume para 300 uL com agua destilada e

realizou-se a leitura em espectrofotometro 535nm.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Caracterizacao fitoquimica

7.1.1 Flavonoides

As reagdes de cianidina, reacao de Pew, reacdo com cloreto férrico e a reacao
com cloreto de aluminio apresentaram resultados positivos para a presenca de
flavonoides. Somente a reacdo oxalato-borica apresentou-se negativa. Para confirmar a
presenca de flavonoides, realizou-se cromatografia em camada delgada em placa de
silica gel como fase estaciondria e etil acetato formico, acido glacial, 4cido acético e
agua (100:11:11:27), conforme descrito por WAGNER e colaboradores (1989),

constatando a presenca de flavonoides. A placa foi revelada e observada sob luz UV.

Figura 7: Placa cromatografica preparada para a detecc¢do de flavonoides.

Foram calculados os valores de Rf das trés primeiras manchas, sendo o primeiro Rf de

0,63, o segundo Rf de 0,72 e o terceiro Rf de 0,91, conforme demonstrado na Figura 6.
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7.1.2 Taninos

Tanto o teste de reagdo com gelatina quanto o teste de reacdo com acetato de
chumbo, apresentaram resultados negativos para a presenga de taninos. Somente o teste
com sais de ferro apresentou resultado positivo, porém a presenga de flavonoides ou
antocianidinas pode resultar em falso positivo. Portanto, conclui-se que as folhas de
Coleus blumei ndo apresentam taninos em sua composi¢do, ja que os testes para

flavonoides e antocianidinas apresentaram-se positivos.

7.1.3 Antraquinonas

O teste de antraquinonas livres apresentou coloracdo avermelhada rosea,
enquanto que o teste de glicosideos antraquindnicos ndo apresentou coloragdo rosea;
portanto conclui-se que as folhas de Coleus blumei apresentam antraquinonas livres,

mas nao possui glicosideos antraquindnicos.

7.1.4  Alcaloides
No teste de identificacdo de alcaloides ndo houve a formagao de precipitados, o

que indica a auséncia de alcaloides.

7.1.5 Saponinas

Teste de formagado de espuma:

Houve formacdo de espuma persistente apos 15 minutos da realiza¢do do teste
indicando a presenca de saponinas nas folhas de C. blumei. Em seguida, realizou-se o
teste do indice de espuma. Como a altura de espuma formada em todos os tubos foi

inferior a 1 cm, conclui-se que o indice de espuma formado ¢ menor que 100.
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7.1.6 Glicosideos cardiotdnicos

As reacdes de Pesez, Legal e Keller-Killiani ndo apresentaram resultado positivo
para a presenca de glicosideos cardiotonicos.

A Tabela 1 mostra os resultados gerais obtidos das andlises fitoquimicas
realizadas nas folhas de Coleus blumei.
Tabela 1: Analises fitoquimicas em folhas de Coleus blumei

Classes Metabolicas Resultados
Saponinas +
Antraquinonas Livres +
Glicosideos -
Antraquinénicos

Taninos -
Flavonoides +
Antocianidinas +
Alcaloides -
Glicosideos Cardiotonicos -

7.2. Ensaios Bioldgicos

7.2.1 Ensaio microbiolégico por difusédo em agar (Farmacopeia Brasileira 52
edicéo, 2010)
As Tabelas 2 a 5 apresentam os didmetros dos halos de inibicdo medidos com

paquimetro digital dos resultados obtidos no teste de difusao em agar.
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana do extrato etanolico e suas fra¢des acetato de etila, diclorometano e

fracdo final aquosa frente ao micro-organismo S. aureus, pelo método de difusdo em agar

Halos de inibicdo (mm) - S. aureus

C+

Concentragdes (pug/mL) 50 10000 5000 2500 1250 625
Extrato bruto — 1* 27,62 15,68 11,99 0 0 0
Extrato bruto - 2 27,19 14,26 11,70 0 0 0
Extrato bruto - 3 26,31 13,55 11,44 0 0 0
Fragdo diclorometano — 1* 28,42 20,25 17,79 14,52 12,40 0
Fracao diclorometano - 2 26,05 17,76 15,76 12,59 10,54 0
Fracao diclorometano - 3 27,48 19,35 17,47 14,29 13,12 0
Fracdo acetato de etila— 1* 27,15 13,76 10,34 0 0 0
Fracdo acetato de etila - 2 25,31 14,40 11,19 0 0 0
Fracao acetato de etila- 3 27,44 17,36 13,22 0 0 0
Fragdo aquosa final — 1* 28,63 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 2 29,97 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 3 29,09 0 0 0 0 0

C+ = ciprofloxacino 50 pg/mL

*Replicata

Tabela 3: Atividade antimicrobiana do extrato etandlico e suas fragdes acetato de etila, diclorometano e

fracdo final frente ao micro-organismo S. epidermidis, pelo método de difusdo em agar

Halos de inibigdo (mm) - S. epidermidis

C+

Concentragdes (pug/mL) 50 10000 5000 2500 1250 625
Extrato bruto - 1* 24,86 10,90 0 0 0 0
Extrato bruto - 2 24,11 11,40 0 0 0 0
Extrato bruto - 3 25,40 11,52 0 0 0 0
Fragdo diclorometano — 1* 23,63 15,12 13,33 11,66 0 0
Fracao diclorometano - 2 22,03 13,86 11,95 0 0 0
Fracao diclorometano - 3 23,01 13,37 10,81 0 0 0
Fracdo acetato de etila— 1* 24,00 0 0 0 0 0
Fragdo acetato de etila - 2 23,28 0 0 0 0 0
Fracao acetato de etila- 3 24,79 0 0 0 0 0
Fragdo aquosa final — 1* 30,56 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 2 30,80 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 3 29,45 0 0 0 0 0

C+ = ciprofloxacino 50 pg/mL

*Replicata
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Tabela 4: Atividade antimicrobiana do extrato etanolico e suas fragdes acetato de etila, diclorometano e
fracdo final frente ao micro-organismo E. coli, pelo método de difusdo em agar

Halos de inibi¢do (mm) - E. coli

C+
Concentragdes (pug/mL) 50 10000 5000 2500 1250 625
Extrato bruto — 1* 30,02 0 0 0 0 0
Extrato bruto - 2 28,98 0 0 0 0 0
Extrato bruto - 3 29,72 0 0 0 0 0
Fragdo diclorometano — 1* 31,15 14,46 13,90 12,84 10,82 9,78
Fracao diclorometano - 2 32,11 19,64 17,10 16,26 13,79 12,17
Fracao diclorometano - 3 29,61 13,65 13,11 11,25 0 0
Fracdo acetato de etila— 1* 31,73 0 0 0
Fragdo acetato de etila - 2 28,88 0 0 0 0
Fracao acetato de etila- 3 29,43 0 0 0 0 0
Fragdo aquosa final — 1* 30,05 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 2 31,50 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 3 29,34 0 0 0 0 0

C+ = ciprofloxacino 50 pg/mL
*Replicata

Tabela 5: Atividade antimicrobiana do extrato etandlico e suas fra¢Oes acetato de etila, diclorometano e
fracdo final frente ao micro-organismo B. subtilis, pelo método de difusdo em agar

Halos de inibicdo (mm) — B. subtilis

C+
Concentragdes (pug/mL) 50 10000 5000 2500 1250 625

Extrato bruto — 1* 33,51 0 0 0 0 0
Extrato bruto - 2 32,88 0 0 0 0 0
Extrato bruto -3 30,98 0 0 0 0 0

Fragdo diclorometano — 1* 34,15 18,53 17,20 14,92 13,25 11,89

Fracao diclorometano - 2 31,27 14,91 13,15 12,07 11,00 10,30

Fracao diclorometano - 3 34,15 18,96 17,40 15,28 13,38 10,55
Fracdo acetato de etila— 1* 29,70 0 0 0 0 0
Fragdo acetato de etila - 2 30,68 0 0 0
Fracao acetato de etila - 3 28,56 0 0 0 0 0
Fragdo aquosa final — 1* 31,55 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 2 31,29 0 0 0 0 0
Fracdo aquosa final - 3 29,98 0 0 0 0 0

C+ = ciprofloxacino 50 pg/mL
*Replicata
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As Figuras 7 a 22 demonstram os testes de difusdo em agar com o extrato
etandlico e suas fragdes frente aos micro-organismos E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis

e S. epidermidis.

Figura 8: Teste de Difusdo em Agar com S. aureus, com extrato etandlico 70% dissolvidos em dgua
destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E) e
0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 9: Teste de Difusdo em Agar com S. aureus, com a fragio diclorometano do extrato etanélico
70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL
(D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).
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Figura 10: Teste de Difusdo em Agar com S. aureus, com a fragdo acetato de etila do extrato etandlico
70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentracdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL
(D), 1,25 mg/mL (E) ¢ 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 11: Teste de Difusdo em Agar com S. auru, com a fracdo aquosa final do extrato etanolico 70%
dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D),
1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).

Figura 12: Teste de Difusio em Agar com S. epidermidis, com extrato etanélico 70% dissolvidos em
agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E)
¢ 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).



34

Figura 13: Teste de Difusio em Agar com S. epidermidis, com a fragdo diclorometano do extrato
etandlico 70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5
mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).

Figura 14: Teste de Difusdo em Agar com S. epidermidis, com a fracio acetato de etila do extrato
etanolico 70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentracao de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5
mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 15: Teste de Difusdo em Agar com S. epidermidis, com a fracio aquosa final do extrato etandlico
70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL
(D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).
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Figura 16: Teste de Difusio em Agar com E. coli, com extrato etandlico 70% dissolvidos em agua
destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E) e
0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).

Figura 17: Teste de Difusio em Agar com E. coli, com a fragdo diclorometano do extrato etanélico 70%
dissolvidos em agua destilada estéril em concentracdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D),
1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 18: Teste de Difusdo em Agar com E. coli, com a fragdo acetato de etila do extrato etandlico 70%
dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D),
1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).
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Figura 19: Teste de Difusdo em Agar com E. coli, com a fra¢io aquosa final do extrato etandlico 70%
dissolvidos em agua destilada estéril em concentracdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D),
1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 20: Teste de Difusio em Agar com B. subtilis, com extrato etandlico 70% dissolvidos em dgua
destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D), 1,25 mg/mL (E) e
0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).

Figura 21: Teste de Difusio em Agar com B. subtilis, com ‘ fragdo diclorometano do extrato etandlico
70% dissolvidos em agua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL
(D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).
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Figura 22: Teste de Difusdo em Agar com B. subtilis, com a fragio acetato de etila do extrato etandlico
70% dissolvidos em dgua destilada estéril em concentragdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL
(D), 1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 pg/mL (A).

Figura 23: Teste de Difusio em Agar com B. subtilis, com a fragio aquosa final do extrato etanélico 70%
dissolvidos em agua destilada estéril em concentracdo de 10 mg/mL (B), 5 mg/mL (C), 2,5 mg/mL (D),
1,25 mg/mL (E) e 0,625 mg/mL (F). Controle positivo ciprofloxacino 50 ug/mL (A).

7.2.2 Determinagéo da Concentracdo Inibitoria Minima — CIM (norma NCCLS)
Foram realizados testes de microdiluicdo para a determinagdao da CIM
(concentracao inibitoria minima) do extrato etanodlico e das fragdes obtidas do extrato
etanolico, frente as cepas de E. coli ATCC 10536 TAL 2393, S. aureus ATCC 6538 IAL
1851, Bacillus subtilis ATCC 9372 TAL 1027 ¢ S. epidermidis ATCC 12228.
As concentragdes variaram de 10 mg/mL a 20 pg/mL. Os resultados estdao

expressos na Tabela 6.
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Tabela 6: Concentragdo inibitoria minima do extrato etanolico 70% e suas fragdes
acetato de etila, diclorometano e fracdo aquosa final frente aos micro-organismos E.
coli, S. aureus, S. epidermidis e B. subtilis em pg/mL.

Micro-organismos

Extrato E.coli S.aureus S.epidermidis B. subtilis
Extrato etandlico 10000 5000 2500 5000
Fracdo acetato de etila 2500 5000 2500 10000
Fracgéo diclorometano 156,2 156,2 625 312,5
Fracdo aquosa final >10000 >10000 >10000 >10000

As Figuras 23 a 30 demonstram os testes de Concentracdo Inibitéria Minima
com o extrato etanolico e suas fra¢des frente aos micro-organismos E. coli, S. aureus,

Bacillus subtilis e S. epidermidis.

Extrato Bruto etandhco 70%
sem fracionamento

Fragao diclorometénica

Figura 24: Teste de Concentragéo Inibitoria Minima com S. epidermidis com os extratos etanolico 70% e
a fragdo diclorometano do extrato etandlico 70%,
realizado em triplicata.
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Fragio Acetato de etila

‘ Fracdo aguosa final
|

Figura 25: Teste de Concentragdo Inibitoria Minima com S. epidermidis com as fragdes acetato de etila e
fragdo aquosa final do extrato etanolico 70%, realizado em triplicata.

Extrato Bruto etandlico 70%
zem fracionamento

Fracao diclorometanica

Figura 26: Teste de Concentragéo Inibitoria Minima com B. subtilis com os extratos etanolico 70% e a
fragdo diclorometano do extrato etanolico 70%, realizado em triplicata.

Fragdo Acetato de etila

Fragdo aguosa final

Figura 27: Teste de Concentragdo Inibitoria Minima com B. subtilis com as fragdes acetato de etila e
fracdo aquosa final do extrato etandlico 70%, realizado em triplicata.
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Ezxtrato Brute etandhico 70%
sem fracionamento

Y ol
o

Figura 28: Teste de Concentragédo Inibitoria Minima com S. au reus com os extratos etanolico 70% e a
frac@o diclorometano do extrato etanodlico 70%, realizado em triplicata.

G oy r

. - i
Figura 29: Teste de Concentragdo Inibitoria Minima com S. aureus com as fragﬁégacetato deectilae
frag@o aquosa final do extrato etandlico 70%, realizado em triplicata.

Fracao diclorometanica

Extrato Bruto etandlico 70%
sem fracionamento

o
.
TR TR N 0)

Figura 30: Teste de Concentragéo Inibitoria Minima com E. coli com os extratos etandlico 70% ¢ a
fracdo diclorometano do extrato etanolico 70%, realizado em triplicata.
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3 Fragdo Acetato de etila

Frac3o aquosa final

Figura 31: Teste de Concentracdo Inibitoria Minima com E. coli com as fragdes acetato de etila e fracao
aquosa final do extrato etandlico 70%, realizado em triplicata.

7.3. Avaliacéo da atividade alopatica

7.3.1 Testes de germinacao

As Figuras 31 a 34 mostram os resultados do teste de germinagao realizado com
sementes de tomateiro com agua destilada, que foi utilizada como controle, com as
fragdes acetato de etila, fragdo diclorometano e fragdo aquosa final do extrato etanolico

70%, suspensas em dgua destilada em concentragdes de 1 mg/mL.

~
N

SFigura 32: Teste de erminaqﬁo de Sementes de Tomateiro co agua destilada de Controle.
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Figura 33: Teste de Germinagdo de Sementes de Tomateiro com a fragdo aquosa final do fracionamento
do extrato etandlico 70% de folhas de Coleus blumei a 1 mg/mL.

Figura 34: Teste de Germinagdo de Sementes de Tomateiro com a fra¢do acetato de etila do
fracionamento do extrato etandlico 70% de folhas de Coleus blumei a 1 mg/mL.

Figura 35: Teste de Germinagdo de Sementes de Tomateiro com a fragdo diclorometano do
fracionamento do extrato etandlico 70% de folhas de Coleus blumei a 1 mg/mL.

A soluc¢do da fragdo diclorometano apresentou maior porcentagem de inibi¢ao de
germinagdo, seguida da fra¢do acetato de etila e fracdo aquosa final, conforme expresso

em porcentagem na Tabela 7.
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Tabela 7: Média e porcentagem de sementes de tomateiro que germinaram

Fracdo extrativa Meédia de sementes que Porcentagem de sementes
germinaram gue germinaram
Controle (4gua) 90 100
Fracéo diclorometano 48 53,34
Fracdo acetato de etila 76 84,45
Fracao aquosa final 84 93,33

A inibicdo da germina¢do das sementes de tomateiro ¢ indicativa de atividade
alelopatica, pois compostos alelopaticos pode interferir na divisdo celular,
permeabilidade de membranas e na ativacdo de enzimas na planta (RODRIGUES,

1999).

7.3.2 Teste de crescimento de plantas de tomateiro

As Figuras 35 a 38 demonstram os testes de crescimento realizado com sementes
de tomateiro com 4agua destilada, que foi utilizada como controle, com as fracdes
acetato de etila, fracdo diclorometano e fragdo aquosa final do extrato etandlico 70% de

folhas de C. blumei.

Figura 36: Teste de crescimento de sementes de tomateiro com agua destilada como controle.
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Figura 37: Teste de crescimento de sementes de tomateiro com a fragao aquosa final do fracionamento
do extrato etanolico 70% de folhas de C. blumei a 2 mg/mL.

Figura 38: Teste de crescimento de sementes de tomateiro com a fragdo acetato de etila do fracionamento
do extrato etanolico 70% de folhas de C. blumei a 2 mg/mL.

Figura 39: Teste de crescimento de sementes de tomateiro com a fragdo diclorometano do fracionamento
do extrato etanolico 70% de folhas de C. blumei a 2 mg/mL.
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Neste teste foi possivel observar a inibicdo de crescimento apos germinagao das
sementes de tomateiro. A fracdo diclorometano foi a que apresentou maior inibicao de

crescimento seguida pela fragcdo acetato de etila.

7.4. Avaliagdo da capacidade antioxidante

7.4.1 Determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH-2,2-difenil-
1-picril-hidrazila

A melhor atividade antioxidante obtida, comparada com o padrao acido galico,
foi a fragdo acetato de etila, seguida pela fragdo final e fragdo diclorometano que
apresentou menor atividade antioxidante para este teste. A Figura 39 demonstra de
forma comparativa a concentracdo de amostra necessaria para se obter ICsg, ou seja, a
concentragdo necessaria de amostra que inibe 50% dos radicais de DPPH. A fragdo
acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante com ICsy de 0,0145, seguida

pela fracdo final com ICsy de 0,027 e pela fracao diclorometano com ICsy de 0,031.
Fracéo
Diclorometano

Fracio
Acetato de etila |

Fracdo
aquosa final
Padrio
Acido Galico
¥
0,000 0,005 0,010 0,015 0.020 0,028 0,020
Concentracio

Figura 40: Grafico comparativo da atividade antioxidante do padrdo acido galico, fragdo diclorometano,
fragdo acetato de etila e fragao final medido através do sequestro do radical DPPH.
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7.4.2 Capacidade total de reducéo pela transformagcéo de Fe** em Fe®*

O teste foi feito segundo KOKSAL e colaboradores (2011). A presenca de

. N
compostos antioxidantes na amostra reduz o Fe’™ a Fe

2+

; a adi¢ao de FeCl; a forma

e . ~ ~
ferrosa (Fe®") ira ocasionar a formacdo de coloragdo esverdeada de forma que quanto

mais forte for esta coloracdo maior sua capacidade antioxidante. Ao ler em

espectrofotometro quanto maior for a absorvancia, maior o poder redutor da amostra

frente ao ferro.

Conforme mostrado na Figura 40, o aumento da concentragdo das amostras e do

padrao acido galico evidenciou o aumento do poder redutor frente ao ferro.

m Acido Gélico

® Fracdo Diclorometano

1 & Fracdo Acetato de etila
204 ¥ Fracdo aquosa final
1 [ |
1.8
1 [
1,8 -
1.4
= |
G 1.2
@ 1 u
£ 1.0 -
o |
o 'y
;% 0.8
0.8 - - A
- &
0.4 "
0.2 o 'y L 4 ¥
1 - .
4 ¥
0.0 X : , : : : : : : .
10 20 20 40 50

Concentragdo pg/ml.

Figura 41: Avaliagio da capacidade antioxidante pelo aumento da reducio do Fe** em Fe** das

folhas de Coleus blumei Benth.

A fragdo acetato de etila foi a que apresentou maior poder de reducio seguida

pela fragdo final e pela fragao diclorometano.




47

7.4.3 Determinacdo da capacidade antioxidante com peroxido de hidrogénio

No teste de determinagdo da capacidade antioxidante com peroxido de
hidrogénio, a fragdo acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante, seguida
pelo padrao acido galico e pela fragdao aquosa final conforme demonstrado pela Figura
41.

A fracdo acetato de etila apresentou ICsy de 0,0168, o padrao acido gélico de

0,0186 e a fragdo aquosa final de 0,671.

Fracio
Acetato de etila

Fracdo
aquosa final

) Padrio
Acido Galico

0.00 0.01 0.02 0.02 0,04 0.05 0.08 0.07
Concentracio

Figura 42: Grafico comparativo da atividade antioxidante do padrdo acido galico, fracdo acetato de etila
e fracdo aquosa final com peroéxido.
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CONCLUSOES

Os testes fitoquimicos realizados com folhas de Coleus blumei identificaram a
presenga de saponinas, antraquinonas livres, flavonoides e antocianidinas.

Na avaliagdo antibacteriana a fracdo diclorometanica apresentou atividade frente a
todos os micro-organismos testados no teste de difusdio em Agar e de
microdilui¢do. Para o extrato etanolico 70% sem fracionamento, nos testes de
difusdo em agar houve inibi¢do frente aos micro-organismos S. aureus e S.
epidermidis, ja no teste de microdiluigdo, observou-se inibi¢do frente a todas as
bactérias testadas. Nos testes realizados com a fra¢ao acetato de etila, houve
inibi¢do de multiplicagdo bacteriana de S. aureus no teste de difusdo em 4agar; no
teste de microdilui¢ao houve inibigdo frente a todos os micro-organismos testados.
A fracdo aquosa final ndo apresentou atividade frente a nenhum micro-organismo
testado.

Na avaliacdo da atividade alelopatica a fracdo diclorometano apresentou maior
atividade de inibicdo de germinacao, seguida da fracdo acetato de etila e da fragdo
aquosa final. No teste de crescimento de plantas de tomateiro a fracao
diclometanica foi a que apresentou maior inibi¢do de crescimento, seguida pelas
fragdes acetato de etila e fracdo aquosa final.

Nos testes de atividade antioxidante foi possivel evidenciar que as fragdes obtidas
das folhas de Coleus blumei, apresentam atividade antioxidante e que sua
capacidade antioxidante ird depender do radical. No teste com DPPH a fracdo
acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante seguida pela fragdo aquosa
final e pela fracdo diclorometano. No teste de determinagdo da capacidade
antioxidante com anions peroxidos, foi possivel observar atividade antioxidante

somente nas fragdes acetato de etila e fracdo aquosa final. No teste de redugdo de
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Fe’" em Fe%, a fragdo acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante,

seguida pelas fracdes aquosa final e diclorometanica.

Portanto com o presente projeto foi possivel observar que o extrato etandlico 70%
e suas fracOes apresentam atividade antibacteriana, alopatica e antioxidante, sendo a
fragdo mais apolar a detentora de maior atividade antibacteriana e alopatica e a fracao
polar com moderada atividade antioxidante. Desta forma torna-se interessante seu

estudo como auxilio para futuras pesquisas.
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