[~
[ [~2
[ [~

— UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
-,3 CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

L DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

&

PATRICIA MARIA DA SILVA NERI

EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE Maytenus rigida MART. (BOM-
NOME): PLANEJAMENTO FATORIAL E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

RECIFE / 2016



ll&
ll&—
[ [~

Y

S IM PAVIDA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO

CENTRO DE CIEANCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PATRICIA MARIA DA SILVA NERI

EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE Maytenus rigida MART. (BOM-
NOME): PLANEJAMENTO FATORIAL E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

RECIFE / 2016

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Poés-graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, para obtencao
do titulo de mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Prof2. Dr. Elba Lucia Cavalcanti de
Amorim (Orientadora)

Dr. Tadeu José da Silva Peixoto
Sobrinho (Co-Orientador)



Ficha catalografica elaborada pela
Bibliotecaria: Monica Uchoa, CRB4-1010

N445e MNeri, Patricia Maria da Silva.
Extracdo de compostos fendlicos de Maytenus nigida mart. (bom-
nome): planejamento fatorial e atividade antimicrobiana / Patricia Maria
da Silva Ner. — 2016.
7111l tab_; 30 cm.

Orientadora: Elba Lucia Cavalcanti de Amonm.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pemambuco,

CCS. Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Recife,
2016.

Inclui referéncias.
1. Polifendis. 2. Analise multivariada. 3. Extratos vegetais. |. Amorim,
Elba Lucia Cavalcanti de (Orientadora). |I. Titulo.

615.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2016-199)




PATRICIA MARIA DA SILVA NERI

“EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE Maytenus rigida MART. (BOM
NOME): PLANEJAMENTO FATORIAL E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA”

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

“

Aprovada em: 9/ 02/ LOLG .

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.? Elba Lucia Cavalcanti de Amorim (Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Luis Alberto Lira Soares (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Thiago Anténio de Souza Araujo (Examinador Externo)
Universidade Federal do Tocantins



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR
Anisio Brasileiro de Freitas Dourado
VICE-REITOR
Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos
PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISAS E POS-GRADUAQAO
Ernani Rodrigues de Carvalho Neto
DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Nicodemos Teles de Pontes Filho
VICE-DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Vania Pinheiro Ramos
CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Antonio Rodolfo de Faria
VICE-CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Elba Lucia Cavalcanti de Amorim
COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Almir Gongalves Wanderley
VICE-COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Rafael Matos Ximenes



Este trabalho ¢é dedicado a Dilma Neri e
Rosembergue Neri, por serem meu porto
seguro e me apoiarem em todos 0s

momentos. Amo vocés!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todo amparo, forga e prote¢do durante toda a minha vida, sem Ele nada seria.

Aos meus pais, Dilma e Rosembergue, pelo apoio nos momentos dificeis, cuidado, carinho e
amor. Essa conquista também é de vocés!

A minha familia, em especial meu irmdo Savio e minhas avds Elizabete e Eliezer, pelo carinho
e atencdo, além dos domingos de distracdo e dos mimos deliciosos; e aos meus irmdos de
coracdo, Daniel Brand&o e Daniella Lima, por todo incentivo, apoio e amizade.

A minha orientadora, Profa. Dra. Elba Lucia Cavalcanti, pelo apoio, amizade e conhecimentos
compartilhados desde a Iniciagdo Cientifica. Obrigada pela confianca depositada em mim!

Ao meu co-orientador, Tadeu Peixoto, pela amizade e aprendizado.

Aos meus amigos do Laboratorio de Produtos Naturais (LAPRONAT), Valérium Castro,
Jenifer Rodrigues, Bruno Andrade, Allan Chernichiarro, Elvis Alves, Thiago Araujo,
Emanuelly Araujo, Ana Klarissa, Lucas Danda, Aline Cheron e Jessica Carolina, por todo

apoio e disponibilidade.

Aos meus amigos companheiros de mestrado, Rebeka Monteiro, Hyalyne Santos e Marcos
Galvao, por todos os momentos compartilhados.

As minhas farmacéuticas lindas, Hellencléia Cunha, Aline Fernanda, Misne Gomes e Camila
Jéssica, pela amizade e carinho.

As minhas amoras, Altamires Santos, Cassia Cruz e Magda Tavares, por estarem sempre
dispostas a me ouvir e ajudar.

Ao meu grupo “3 doutores e 1 bidlogo”, Nelson Lima, Everton Melo e Debora Santana; e aos
meus amigos lago Delano e Thiago David.

Ao Laboratorio de Farmacos: Ensaios Antimicrobianos, em especial a Profa. Késia Xisto, pela
atencdo, disponibilidade e apoio na realizacdo da atividade antimicrobiana.

Ao Laboratorio de Farmacognosia, pela disponibilidade dos equipamentos.
A Alexandre, Isaque e toda Comunidade do Cardo, pelo auxilio na coleta das amostras vegetais.

A Universidade Federal de Pernambuco, em especial ao Programa de Ciéncias Farmacéuticas
e todas as pessoas que o compdem.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro concedido.

Enfim, a todos que contribuiram de forma direta ou indireta nessa conquista, meus sinceros
agradecimentos!



“Em tudo dai gracas”
(1 Ts5, 18)



RESUMO

Os compostos fenolicos sdo um grupo de substéncias facilmente encontradas na natureza,
presentes em varias espécies vegetais. A forma de retirada e obtencdo destes compostos
presentes nas matrizes das células vegetais € através dos méetodos extrativos. A extracdo é a
primeira etapa dos estudos com plantas e pode sofrer interferéncia de vérios fatores como
temperatura, tempo de extragéo, solvente e parte da planta utilizada e tem se tornado um dos
principais alvos nos estudos com planejamento fatorial. Maytenus rigida Mart., espécie
considerada nativa do nordeste brasileiro, é rica em compostos fendlicos e apresenta atividades
farmacoldgicas conhecidas, entre elas a atividade antimicrobiana. Desta forma, o presente
trabalho tem por objetivo analisar as condicdes extrativas de compostos fendlicos de cascas e
folhas desta espécie através de ensaios fitoquimicos e microbioldgicos. As amostras foram
submetidas a extracdo hidroetandlica (70%) através de cinco métodos extrativos: maceracao,
decoccdo sob refluxo, turbolise, ultrassom e micro-ondas, dos quais um foi escolhido para
realizacdo do planejamento fatorial. Esta escolha baseou-se nos doseamentos de fendis totais,
taninos, flavonoides e cumarinas; e nos ensaios antimicrobianos por testes de difusdao em disco.
Apos determinacdo do método a ser utilizado, foi feito um planejamento fatorial 23, para
analisar a interferéncia do teor alcoolico, do tempo de extracdo e da propor¢do massa/solvente
nos teores dos metabolitos analisados. O método por decocgédo sob refluxo foi o escolhido por
ter se mostrado mais vantajoso na extracdo de compostos fenolicos, ndo havendo diferenca
significativa entre os métodos para a atividade antimicrobiana. No planejamento fatorial, as
variaveis analisadas ndo exerceram influéncia sobre os teores de fendis totais e taninos, ja para
flavonoides e cumarinas observou-se que 0 aumento da propor¢do de etanol aumentou a
extracdo destes metabdlitos. Para atividade antimicrobiana, as variaveis exerceram influéncia
significativa frente a M. luteus. Os extratos também foram testados frente a cepas de S. aureus
isolados clinicos, apresentando halos entre 12-15 mm, sendo considerados ativos.

Palavras-chave: Métodos extrativos. Polifendis. Analise multivariada.



ABSTRACT

Phenolic compounds are a group of substances easily found in nature, present in several plant
species. The form of withdrawal and obtaining these compounds in matrices of plant cells is
through extractive methods. Extraction is the first stage of studies with plants and can be
interfered with by many factors such as temperature, extraction time, solvent and part of the
plant used and has become a major target in studies with factorial design. Maytenus rigida
Mart., considered native to northeastern Brazil, is rich in phenolic compounds and has known
pharmacological activities, including antimicrobial activity. Thus, this study aims to analyze
the conditions extraction of phenolic compounds from barks and leaves of this specie through
phytochemical and microbiological tests. The samples were submitted to extraction
hydroethanol (70%) through five extractive methods: maceration, decoction under reflux,
turbo-extraction, ultrasound and microwave, one of which was chosen to perform the factorial
design. This choice was based on measurements of total phenols, tannins, flavonoids and
coumarins; and antimicrobial tests for disk diffusion test. After determining the method to be
used a factorial design 23 was done to analyze the interference of the alcoholic contents, the
extraction time and the ratio mass/ solvent in the levels metabolites analyzed. The method by
decoction under reflux was chosen for having been more advantageous in extracting of phenolic
compounds, with no significant difference between methods for antimicrobial activity. In the
factorial design, the analyzed variables did not influence on the contents of total phenols and
tannins, flavonoids and coumarins have to be observed that the increase in the proportion of
ethanol increased the extraction of these metabolites. To antimicrobial activity, the variables
exercised significant influence against M. luteus. The extracts were also tested strains of S.
aureus clinical isolates, showing halos between 12-15 mm, and are considered assets.

Keywords: Extractive methods. Polyphenols. Multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas pela medicina popular ha muito tempo com a finalidade de
tratamento e prevencdo de diversas doencas, tornando-se um recurso terapéutico importante
para grande parte da populacdo (REINALDO et al., 2015). Desta forma, produtos naturais,
especialmente os originados a partir de plantas, continuam sendo excelentes fontes de
moléculas bioativas. Apresentam uma diversidade bioldgica que estd relacionada a
variabilidade quimica, ou seja, 0s organismos estdo sujeitos a interacGes metabdlicas e
ambientais, produzindo sempre novas moléculas (MOLINARI, 2009).

A atividade farmacoldgica esta relacionada aos metabdlitos secundéarios produzidos
pelas plantas, os quais podem ser de diversas classes como alcaloides, &cidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, quinonas, taninos, saponinas e terpenos (CARDOSO et al., 2010).

Os compostos fenolicos sdo um grupo de substéncias facilmente encontradas na
natureza, presentes em varias espécies vegetais (SVOBODOVA et. al., 2003; SILVA et. al.,
2010). Neste grupo encontram-se os flavonoides, taninos, cumarinas e outros acidos fendlicos
que sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas, agindo principalmente na protecdo dos
estresses causados pelo ambiente, como insetos, infec¢bes, radiacbes UV, entre outros
(ANGELO; JORGE, 2006). Sdo metabdlitos com crescente interesse farmacoldgico, entre as
atividades atribuidas a eles destacam-se anti-inflamatoria, antioxidante e antibacteriana
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004).

A forma de retirada e obtencdo destes compostos presentes nas matrizes das células
vegetais é através dos métodos extrativos. A extracao € a primeira etapa dos estudos com plantas
medicinais, sendo de extrema importancia nos resultados obtidos, pois interfere nos testes
qualitativos e quantitativos dos metabolitos, exercendo papel fundamental no resultado final do
processamento de produtos farmacéuticos e alimenticios (AZMIR et al., 2013). Esta etapa pode
sofrer interferéncia de varios fatores como temperatura, tempo de extracéo, solvente e parte da
planta utilizada (AZMIR et al., 2013).

Devido a relevancia desta etapa, 0s processos extrativos sao os principais alvos nos
estudos com planejamento fatorial, pois com o minimo de testes é possivel avaliar e otimizar
as condicdes de extracdo, considerando as variaveis criticas e evidenciando as interacdes entre
os fatores que influenciam o processo (SOUZA et al., 2009).

Os extratos de espécies do género Maytenus (Celestraceae) apresentam varios
compostos fendlicos, além disso, possuem atividades farmacoldgicas com amplo uso na

medicina popular e algumas confirmadas em testes laboratoriais como antimicrobiano
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(ESTEVAM et al., 2009), analgésico (DIAS et al., 2007), cicatrizante (LIMA et al., 2010) e
anti-inflamatorio (MENDES et al., 2012).

Maytenus rigida é uma espécie vegetal endémica da regido de Caatinga e apresenta em
sua composicado varios compostos fendlicos (ROCHA et al., 2004; SANTOS et al., 2011), sendo
esta amplamente utilizada pela medicina popular nordestina. Por ser do mesmo género da
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), espera-se que esta espécie apresente atividades
farmacoldgicas semelhantes, tornando o estudo da mesma relevante por apresentar novas
alternativas de tratamento para diversas enfermidades.

Entre as atividades farmacoldgicas atribuidas a Maytenus rigida encontra-se a atividade
antimicrobiana, que vém ganhando destaque devido ao surgimento do fen6meno conhecido
como resisténcia bacteriana, ocasionado pelo uso indiscriminado de antibiéticos, sendo
considerado um grande problema de saude e principal motivo do insucesso dos tratamentos
(SILVA et al., 2010).

Desta forma, as plantas se tornaram alvo interessante na busca de solucdo para este
problema, pois alguns extratos ja possuem atividade antimicrobiana conhecida, além de
apresentar propriedade modulatdria, modificando a resisténcia de alguns compostos sintéticos
(COUTINHO et al., 2012).

Diante disto, o presente trabalho tem por objetivo analisar a influéncia das condicdes
extrativas sobre o0s teores de compostos fenolicos das cascas e folhas de Maytenus rigida Mart.
em extratos hidroalcodlicos. As extracGes serdo acompanhadas de analises fitoquimicas e

microbioldgicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Compostos fenolicos

As plantas sdo capazes de produzir metabdlitos em situagdes de estresse, que sdo de
extrema importancia para o crescimento e reproducdo, entre eles estdo os compostos fenolicos.
Estes apresentam uma estrutura quimica de aneis aromaticos e hidroxilas substituidas, atuando
nos vegetais como agente antipatogénico e contribuindo na pigmentacdo (ANGELO; JORGE,
2006).

Esses metabolitos formam um grupo de compostos diversificados quimicamente,
derivados da tirosina e fenilalanina, onde encontram-se os flavonoides, taninos, cumarinas,
lignanas e varios outros metabdlitos secundarios (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os taninos sdo substancias soliveis em agua de peso molecular relativamente alto e
possuem a capacidade de formar complexos insolliveis em agua com alcaloides e proteinas
(FONSECA; LIBRANDI, 2008). O termo “tanino” foi empregado inicialmente para designar
substancias de origem vegetal utilizadas no processamento do couro, com o passar do tempo,
aumentaram os estudos a respeito dessas substancias e descobriram as diversas funcionalidades
(ARAPTISAS, 2012).

S&o compostos encontrados em varias partes das plantas, como folhas, cascas, raizes e
sementes, onde a concentracdo sofre variagdo de acordo com a parte coletada, bem como em
funcédo da idade e tamanho da planta (BATTESTIN et al., 2004; MONTEIRO et al., 2005). Nos
vegetais, os taninos apresentam a funcdo de inibir os herbivoros e em combinacdo com
proteinas, torna os tecidos vegetais resistentes a putrefacdo (MONTEIRO et al., 2005).

Entre as acbes farmacoldgicas, encontra-se o efeito hemostatico, e como precipitam
alcaloides, podem servir de antidoto em casos de intoxicacbes (SANTOS; MELLO, 2004,
MONTEIRO et al., 2005). Auxiliam no processo de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes
através da formacdo de uma camada protetora sobre a pele ou mucosa danificada, ocorrendo,
abaixo desta, o processo natural de cura. Devido a propriedade de precipitacdo das proteinas,
também possuem efeitos antibacteriano e antifingico (SANTOS; MELLO, 2004; MONTEIRO
et al., 2005).

A partir da estrutura quimica, os taninos dividem-se em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados. Sao ésteres de acido galico e &cido elagico glicosilados, sintetizados a partir do

chiquimato. Ja os taninos condensados sdo provenientes do metabolismo do fenilpropanol,
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amplamente encontrados no reino vegetal (MONTEIRO et al., 2005). Na figura 1 podem ser
visualizadas as estruturas quimicas dos dois grupos de taninos.

Para 0 doseamento de taninos, os métodos podem ser baseados na propriedade de
precipitar proteinas, na capacidade de complexacdo com metais ou a combinacdo dos dois
(MONDAL et al., 2001). Os métodos colorimétricos sdo os mais comumente utilizados por
serem mais baratos e sensiveis. Podem reagir com grupos fendlicos gerais ou com um grupo
funcional especifico, devido a uma estrutura em particular dos taninos (GIUSTI; WROSLTAD,
2000).

Figura 1 — Estrutura do tanino hidrolisavel (a) e condensado (b).
H
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0
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0
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Fonte: SBFgnosia (2015)

Entre estes métodos colorimétricos encontra-se o de Folin-Ciocalteu, que € amplamente
utilizado e quantifica fenois totais baseando-se na oxirreducdo entre os compostos fendlicos e
0s ions metalicos (SINGLETON et al., 1999). Ja o método de vanilina cloridrica detecta grupos
funcionais especificos dos taninos (MONTEIRO et al., 2005), a partir da formacao do radical
vanilina em meio acido e é utilizado para doseamento de taninos condensados (NACZK;
SHAHIDI, 2004).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos produzidos no citosol e vactolos dos vegetais.
Sdo moléculas de baixo peso molecular e apresentam potente acdo antioxidante, inibindo a
peroxidacdo dos lipideos e reduzindo o dano celular causado pelo estresse oxidativo
(ALINIAN; RAZMJOO; ZEINALLI, 2016).

Estes compostos sdo derivados da via dos fenilpropanoides com diversas formas
estruturais, porém a maioria apresenta um nucleo principal com 15 carbonos, formado por duas
fenilas ligadas por uma cadeia de 3 carbonos. Nos compostos triciclicos (Figura 2), as unidades
da estrutura fundamental sdo chamadas de nlcleos A, B e C (ZUANAZZI; MONTANHA,
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2004). Os flavonoides sdo amplamente distribuidos nos vegetais podendo ser encontrados nas
folhas, flores, caule e ramos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; YAO et al., 2004). Em sua
maioria, sdo compostos coloridos, normalmente amarelos, ocorrem na forma livre ou ligados a
acucares (YAO et al., 2004; BEHLING et al., 2008). Apresentam mais de 5000 compostos
identificados e podem ser divididos em 13 classes diferentes (BEHLING et al., 2008).

Figura 2 — Nucleo fundamental dos flavonoides.

Fonte: Autor.

Entre as fungdes que exercem nos vegetais, destacam-se a protecao contra incidéncia de
raios ultravioleta e visivel, acdo antioxidante, inibicdo de enzimas (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004), além de atuarem na atracdo de insetos para polinizacdo (YAO et al.,
2004).

Algumas atividades farmacologicas sdo atribuidas a estes metabolitos, como
antitumoral, antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria (ZUANAZZI; MONTANHA,
2004).

Para quantificacdo destes metabolitos destacam os métodos espectrofotométricos
devido a rapidez e baixo custo. O método colorimétrico com cloreto de aluminio € o mais
utilizado, pois o cation AI** forma complexo com as hidroxilas livres dos flavonoides, levando
a um prolongamento do sistema conjugado e consequente deslocamento dos picos de
absorbéncia, evitando a sobreposicdo de bandas causada pelos outros métodos (MARQUES et
al., 2012).

Outros metabolitos que também fazem parte do grupo dos compostos fendlicos sdo as
cumarinas. Sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina, onde o representante mais simples é
a cumarina (1,2 — benzopirona), nome derivado da planta cumaru, estrutura representada na
figura 3. Podem ser encontradas nas diferentes partes das planta e apresentam uma importancia
farmacolégica comprovada (KUSTER; ROCHA, 2004).
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Figura 3 — Estrutura béasica da cumarina.

X

AN
0 AN

Fonte: Autor.

@)

As cumarinas sdo abundantes em muitas espécies vegetais e entre as varias atividades
farmacol6gicas que podem ser conferidas a esta classe de compostos, podemos citar acdo
antimicrobiana, antioxidante, anticoagulante e anti-inflamatéria (SKALICKA-WOZNIAK et
al., 2016).

2.2. Métodos extrativos

A extracdo € a separacdo dos metabolitos presentes nos tecidos de plantas, mediante o
uso de solventes seletivos e procedimentos estabelecidos. O método selecionado vai depender
da parte da planta utilizada (folhas, cascas, raizes, frutos), podendo-se aplicar métodos
continuos e descontinuos, com ou sem aplicacdo de calor, bem como da granulometria, do
solvente utilizado, teor de umidade e natureza da amostra (SONAGLIO et al., 2004).

O processo de extracdo esta relacionado com a difusdo das substancias presentes nos
Orgaos vegetais para o liquido extrator, desta forma os fatores relacionados aos métodos
extrativos vao estar ligados a agitacéo, temperatura e tempo. A agitacéo e a temperatura podem
diminuir o tempo de extracdo, a primeira por interferir diretamente na velocidade de dissolucéo,
e a outra por aumentar a solubilidade das substancias. Porém, nem sempre é vantajoso o
aumento de temperatura, pois alguns compostos séo instaveis (FONSECA, 2005).

Entre os fatores que interferem no teor de compostos a serem extraidos, o solvente
escolhido tem se mostrado de extrema importancia, pois além de analisar a eficiéncia em extrair
0 metabolito desejado, deve-se levar em consideragdo a toxicidade e risco de manuseio, 0 custo,
a disponibilidade e a estabilidade das substancias extraidas (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2004; MARQUES; VIGO, 2009).

A polaridade do solvente também interfere significativamente na retirada dos compostos
presentes nas amostras vegetais, pois esta relacionada com a seletividade do método. O grau de
polaridade do grupo a ser extraido determina o solvente a ser utilizado (FALKENBERG;
SANTOS:; SIMOES, 2004). Além dos diferentes solventes, as misturas hidroetanélicas também

alteram a polaridade. Estudos mostram que porcentagem alcéolica altera o rendimento do
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processo, pois pode ocorrer dos compostos apresentarem muitas hidroxilas livres, mas com
cadeias carbOnicas longas ou anéis aromaticos, levando a alteracdo da solubilidade
(MARQUES; VIGO0, 2009).

Outro fator determinante é o tempo de extragdo, que varia de acordo com a parte da
planta utilizada, processos mais demorados sdo utilizados para partes duras. Também é
dependente do solvente utilizado e da finalidade do processo, muitas vezes é necessario um
tempo maior para esgotamento da matéria vegetal (FONSECA, 2005).

Da mesma forma que os fatores mencionados acima, a propor¢do droga vegetal/
solvente pode ser considerada uma condicéo limitante no processo extrativo, pois interfere na
saturagdo do liquido extrator utilizado (PEIXOTO, 2012).

De acordo com o objetivo dos extratos obtidos é possivel escolher 0 método extrativo
mais adequado, avaliando disponibilidade e custo do processo, a eficiéncia e estabilidade do
extrato (SONAGLIO et al, 2004).

e Maceracao

A maceracéo foi utilizada por muito tempo pela populagdo na preparacdo de ténicos e
chés, tornando a maneira mais comum e barata de obtencdo de substancias ativas a partir das
plantas (AZMIR et al., 2013). Consiste na extracdo da matéria-prima vegetal através do contato
com o solvente por tempos prolongados, ocorre em recipiente fechado, em diversas
temperaturas, podendo ser estatica ou com ocasionais agitagdes (ALMEIDA et al., 2010).

Os fatores limitantes deste metodo estdo ligados as amostras vegetais, como
granulometria, teor de umidade, concentracao e seletividade do solvente escolhido. Além disso,
ndo leva ao esgotamento total devido ao esgotamento do liquido extrator ou pelo equilibrio
entre o solvente e o interior das células (MARQUES; VIGO, 2009).

Esta operacgdo apresenta algumas variacGes que visam otimizar a eficiéncia de extracao.
Desta forma, a maceracdo pode ser considerada uma digestdo, quando é realizada em um
sistema aquecido entre 40 e 60°C. Macerac¢do dindmica quando ¢ feita sob agitacdo constante e
remaceracdo quando mantém-se o material vegetal e o liquido extrator € renovado varias vezes
(SONAGLIO et al, 2004).

e Decoccdo

Decoccdo consiste em um método extrativo onde a amostra vegetal fica em contato com
o solvente em ebuliciio (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2004). Pode ser utilizado para
partes mais duras das plantas (cascas e raizes), como também para compostos termoestaveis
como taninos e flavonoides (MARQUES; VIGO, 2009).
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Este método também pode ser realizado com refluxo, onde as amostras vegetais séo
colocadas em um baldo acoplado a um condensador e aquecido por uma manta térmica por
tempo determinado (MARQUES; VIGO, 2009), como mostra a figura 4.

Figura 4 — Esquema do processo de extracdo por decocgdo com refluxo.
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Fonte: Marques e Vigo (2009, p. 174).

e Turbolise

A técnica de extracdo através da reducdo do tamanho das particulas e rompimento das
células, chamada de turbdlise, resulta da aplicacdo de elevadas forcas de cisalhamento em
rotaces de 5000 a 20000 rpm (SONAGLIO et al., 2004).

Apresenta um rendimento alto devido a diminuicdo do tamanho das particulas pela
trituracdo que auxilia o contato constante com o solvente e homogeneizacdo continua. Sendo
um método relativamente rapido, em ordem de minutos, e chega quase ao esgotamento da
amostra vegetal (ALMEIDA et al., 2010).

Entre as desvantagens do processo encontra-se a geracdo de calor, a dificuldade na
filtracdo da solucdo extrativa e limitacGes de uso para extracdo de cascas, raizes ou materiais
de dureza elevada (MARQUES; VIGO, 2009; SONAGLIO et al., 2004).

e Extracdo assistida por ultrassom

No processo extrativo com ultrassons utilizam-se correntes de alta frequéncia que
promovem a fragmentacdo das membranas celulares do material vegetal, tornando mais facil a
liberacdo dos constituintes quimicos (HUIE, 2002).

As ondas emitidas pelo aparelho de ultrassom provocam o fenbmeno chamado de
cavitacdo, que é o processo de formacdo de bolhas devido a transmissdo de ondas pelo meio,
ocorrendo uma conversdo da energia cinética em calor para o aquecimento do contetdo da

bolha. Apenas meios liquidos ou s6lidos com liquidos podem provocar este efeito. Desta forma,
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facilita a remocéo e dissolucdo dos constituintes presentes na matriz celular vegetal (AZMIR et
al., 2013).

Os fatores que podem interferir na extracdo sao a frequéncia, a temperatura, a presséo e
0 tempo de sonicacdo que regulam a acdo dos ultrassons, além da granulometria, teor de
umidade e solvente utilizado (AZMIR et al., 2013).

e Extracdo assistida por micro-ondas

Na extracdo assistida por micro-ondas, o aquecimento do solvente é viabilizado pelo
uso continuo da pressdo (HUIE, 2002). A radiagcdo emitida pelo micro-ondas provoca alteracdes
na estrutura celular dos tecidos vegetais, associadas ao gradiente de concentragéo e temperatura
que atuam na mesma dire¢do, aceleram o processo extrativo (YEDHU KRISHNAN; RAJAN,
2016).

Por isso € considerado um método rapido, quando comparado a métodos como Soxhlet
ou decoccdo, e permite a reducdo no volume de solvente utilizado (YEDHU KRISHNAN;
RAJAN, 2016; HUIE, 2002). O processo e dependente da composicao e volume do solvente,
da temperatura de extracdo e das caracteristicas do material vegetal (HUIE, 2002).

2.3. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial é uma ferramenta utilizada na otimizacdo de sistemas e
processos (MIGLIATO et al., 2011), é o método mais indicado quando se deseja avaliar a
influéncia de duas ou mais variaveis. S8 normalmente representados com b¥, onde “b” ¢ o
numero de niveis e “k” o de fatores. Os estudos 2X s&0 0s mais comuns (CUNICO et al., 2008).

E um método de estudo que apresenta inimeras vantagens e torna a obtencdo de
resultados mais rapida, pois consegue reduzir o nimero de ensaios sem perder a qualidade nas
informacGes obtidas, pode avaliar as variaveis ao mesmo tempo e os efeitos que causam, além
de determinar a confiabilidade dos resultados (CUNICO et al., 2008; GHOSH; FLORES,
2013).

Alguns termos sdo essenciais para o entendimento e aplicacdo das técnicas de
planejamento, séo eles:

e Fatores: sdo as variaveis que influenciam a reposta;
e Niveis: sdo as diferentes condi¢bes experimentais de um fator, identificados por

nivel baixo ( -) e nivel alto (+);
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e Modelo estatistico (superficie de resposta): funcao que descreve a influéncia dos
fatores sobre a resposta;

e Efeito: alteracdo causada na resposta com a mudanca dos niveis (CUNICO et al.,
2008; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A técnica estatistica de otimizacdo baseada no uso de planejamentos fatoriais € a
metodologia de superficie de resposta, neste procedimento o primeiro passo € identificar a
funcdo matematica que modele a variacdo da resposta em funcdo da variacdo dos fatores
analisados, onde a primeira fungdo utilizada sdo polindbmios de primeira ordem (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Porém a funcdo que melhor descreve modelos que
maximizam ou minimizam respostas sdo os polindmios de segunda ordem, e a adequacéo do
sistema é avaliada pela andlise de variancia - ANOVA (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

Devido a extracdo ser uma das principais formas de obtencdo de compostos ativos a
partir de materiais vegetais, e pode sofrer influéncia de diversos fatores, é o principal alvo de
planejamentos fatoriais, com o objetivo de avaliar quais os mais significativos para a extracéo
do grupo de metabolitos desejados (WONG et al., 2015; ZHU; LIU, 2013; MA et al., 2012).

A necessidade de otimizar o processo extrativo tanto no ramo da investiga¢ao quanto na
producdo industrial leva a estudos como o de Grosso e colaboradores (2014), que avaliaram a
influéncia da proporcdo de metanol, tempo de extracdo, temperatura utilizada no método e
proporcao massa/ solvente sobre o teores de compostos fenolicos nos extratos de partes aéreas
de Chelidonium majus, sendo o teor de metanol e a proporcdo massa/ solvente 0s mais
significativos na extracdo dos metabdlitos analisados.

Os estudos de Lima e colaboradores (2015) avaliaram a influéncia do método extrativo,
do solvente utilizado e da propor¢do de amostra vegetal na extracdo de flavonoides de Lippia
sidoides através de um planejamento fatorial 23, onde as condicdes para encontrar 0s maiores
teores foram etanol 50% (v/v), propor¢do 7,5% (m/v), utilizando decoccdo como método de
extracéo.

Outros testes utilizaram um planejamento fatorial 32 para determinar as melhores
condicBes de extracdo de flavonoides presentes nas partes aéreas de Ipomoea pes-caprae,
avaliando desta forma a influéncia exercida pelo tempo de extracdo e proporc¢do droga/ solvente
(m/v) no processo de maceracao, além de avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria
dos extratos. O melhor resultado foi obtido com um tempo de 10 dias e proporc¢édo de 12,5%
(VIEIRA et al., 2013).
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2.4. Maytenus - aspectos boténicos, fitoquimicos e farmacolédgicos

A familia Celastraceae (Ordem Celastrales) é representada por espécies de porte
arbustivo ou arbéreo distribuidos em 85 géneros e 900 espécies, presentes em climas tropicais
e subtropicais (ESTEVAM et al., 2009). Geralmente crescem como pequenas arvores e
possuem folhas e cascas resinosas (SPIVEY et al., 2009). As espécies desta familia apresentam
metabolitos fenolicos, tais como flavonoides, triterpenos e taninos condensados (COSTA et al.,
2008).

Entre os géneros da familia Celastraceae, encontra-se 0 género Maytenus, inserido na
subfamilia Celastroideae e ¢ o mais numeroso (JOFFILY; VIEIRA, 2005) e boa parte das
espécies pode ser encontrada no bioma da Caatinga (ROCHA et al., 2004). Espécies deste
género sdo amplamente utilizadas pela medicina popular, principalmente na regido Nordeste,
por isso 0 aumento do interesse em estudos farmacologicos, botanicos e fitoquimicos com as
mesmas (ROCHA et al., 2004).

Maytenus rigida Mart. (Figura 5) é encontrada em ambientes de Caatinga e Cerrado, €
uma especie considerada nativa do Nordeste brasileiro, onde apresenta maior distribuicéo
(ROCHA et al., 2004). Estudos mostraram que as cascas, entrecascas, folhas, flores e raiz desta
espécie sdo utilizadas na medicina popular para tratar problemas renais e hepaticos,

reumatismo, ulceracdes, dores e inflamacdes em geral (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Figura 5 — Individuo adulto de Maytenus rigida Mart.

Fonte: Centro Nordestino de Informagdes sobre Plantas (2015)

A espécie Maytenus rigida ¢ conhecida popularmente como “bom-nome”, arvore de

pequeno porte, com folhas coriaceas de bordas espinhosas, casca lisa e fosca (ROCHA et al.,
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2004). Nas andlises fitoquimicas apresenta alcaloides, esteroides, quinonas, triterpenos da série
lupano, taninos e flavonoides (SANTOS et al., 2011).

Segundo os estudos de Rocha (2003), desta espécie ja foram isolados triterpenos,
sesquiterpeno e alcaloide de extratos das cascas das raizes.

Nos extratos fracionados de entrecascas do caule de bom-nome foi possivel encontrar
compostos fendlicos, terpenos, esteroides e saponinas nas fracdes etandlicas e de média
polaridade, como cloroférmica e acetato de etila. O extrato bruto obtido neste mesmo teste foi
considerado ativo frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli (ESTEVAM et al., 2009).

O mesmo pode ser observado nos estudos de Santos e colaboradores (2011), os extratos
etandlicos brutos e a fase acetato de etila obtidos a partir das entrecascas do caule de Maytenus
rigida mostraram-se ativos frente a linhagens ATCC e isolados clinicos de S. aureus.

Os extratos etandlicos das cascas de bom-nome e suas fragdes foram avaliadas quanto a
atividade nociceptiva através do teste de retirada de cauda, a acdo foi encontrada apenas nas
fracdes cloroformica, acetato de etila e metandlica, apresentando a catequina como metabdlito
comum a todas (DIAS et al., 2007).

A acdo destes mesmos extratos foi confirmada nos testes feitos por Martins e
colaboradores (2012), onde observou-se o alivio da dor induzida no teste de placa quente e teste
de contorcdo através da injecdo de acido acético e pode evidenciar a acdo da catequina
encontrada nos extratos tanto a nivel central quanto periférico.

Além das atividades mencionadas anteriormente, outras podem ser atribuidas aos
extratos etanolicos de Maytenus rigida, como anti-inflamatoria, prevencéo de Ulcera géstrica e
antidiarreica, que justificam o uso popular desta espécie (SANTQOS, 2007).

Outra espécie deste género, Maytenus ilicifolia, conhecida popularmente por
“espinheira santa”, ¢ comumente utilizada no tratamento de problemas estomacais e estudos em
modelos experimentais mostraram atividade gastroprotetora com administracdo oral e
intraperitoneal dos extratos (BAGGIO et al., 2007), além de antioxidante e antimutagénico
(VELLOSA et al., 2006; BAGGIO et al., 2007).

A espinheira-santa também foi avaliada quanto a atividades mutagénicas, acdo abortiva,
agente antifangico e observados os efeitos toxicos, onde as acdes farmacoldgicas desta espécie
estdo relacionadas com a presenca de triterpenos aromaticos, flavonoides, triterpenos
glicosolados e agentes antioxidantes (DUARTE; DEBUR, 2005), compostos fendlicos e
alcaloides sesquiterpénicos (VELLOSA et al., 2006).

Triterpenos isolados de Maytenus blepharodes mostraram atividade citotoxica frente a

duas linhagens de células tumorais (HeLa e Hep-2) e potencial atividade antimicrobiana



28

(RODRIGUEZ et al., 2005). Espécies do género Maytenus sdo amplamente utilizadas pela
medicina popular, principalmente na regido nordeste, por isso 0 aumento do interesse em

estudos farmacoldgicos, botanicos e fitoquimicos com as mesmas (ROCHA et al., 2004).

2.5. Atividade antimicrobiana e metabdlitos secundarios

O uso excessivo de antibidticos tem levado ao desenvolvimento de microrganismos
resistentes, por isso a descoberta de novas moléculas com atividade antimicrobiana é assunto
de extrema importancia e urgéncia (ESTEVAM et al., 2009).

A resisténcia bacteriana pode ser determinada como a habilidade das bactérias em
sobreviver mediante a presenca de concentra¢des de antibiéticos que normalmente inibiriam ou
levariam a morte de outras da mesma espécie (ALOS, 2015).

Entre as bactérias que mais apresentam interesse clinico estdo Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, pois apresentam maior contaminacao ambiental, principalmente em hospitais,
sendo responsaveis pela maioria das infecgdes nosocomiais (ESTEVES et al., 2014).

O género Staphylococcus é composto por bactérias Gram-positivas, que se ordenam em
cachos irregulares, ndo esporuladas, aerébias ou anaerObias facultativas (BERNARDES;
JORGE; LEAO, 2004; ESTEVES et al., 2014). Fazem parte da microbiota transitoria ou
habitante dos seres humanos, sendo responsaveis pela maioria das infeccbes primarias na
corrente sanguinea e no trato respiratorio (ESTEVES et al., 2014).

Neste género destaca-se a espécie Staphylococcus aureus, que apresenta maior
incidéncia nas infecgcdes hospitalares, sendo uma das primeiras bactérias a adquirir resisténcia
aos antibioticos (BERNARDES; JORGE; LEAO, 2004; SIEBRA et al., 2016). As infeccdes
causadas por esta espécie sdo um dos maiores desafios encontrados na clinica, pois apresentam
alta capacidade de desenvolvimento de resisténcia devido a maior adaptacdo sob pressdo
seletiva do uso intenso de antimicrobianos (WEIGEL et al., 2007).

O aumento da resisténcia das bactérias aos farmacos atuais tem levado ao aumento da
taxa de mortalidade e morbidade nos hospitais, além de levar as industrias a uma corrida em
busca de novas drogas com acao antimicrobiana. Desta forma, torna-se essencial uma busca e
identificacdo adequada da bactéria a ser tratada, a fim de diminuir o uso inadequado dos
antibioticos (ALOS, 2015).

O uso de compostos obtidos a partir de plantas tem se mostrado uma alternativa em

potencial, pois alem de agir diretamente nos microrganismos, pode modular a agdo de agentes
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antimicrobianos, aumentando ou diminuindo a atividade destes farmacos (AGUIAR et al.,
2015).

Neste contexto, produtos de origem vegetal sdo agentes em potencial, devido a
diversidade de estruturas quimicas (TCHINDA et al., 2016; SIEBRA et al., 2016), além de que,
segundo a OMS, boa parte da populacdo depende de medicamentos provenientes de plantas
para tratamentos de diversas doengas (TCHINDA et al., 2016).

Por serem misturas heterogéneas, constituidas por varios metabolitos, os extratos
vegetais apresentam baixa possibilidade dos microrganismos desenvolverem resisténcia a sua
acdo, pois devido a complexidade dificulta a adaptacdo microbiana (SIEBRA et al., 2016).

Entre os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas destacam-se 0s compostos
fendlicos, principalmente os taninos e flavonoides, devido & maior atividade antimicrobiana e
amplo espectro de agéo, sendo capazes de anular os fatores de viruléncia bacteriana (DAGLIA,
2012).

Segundo Loguercio e colaboradores (2005), os taninos podem apresentar trés diferentes
mecanismos de agdo na atividade microbiana: complexar com os substratos de enzimas
bacterianas, agir nas membranas celulares e complexar com ions metalicos. Em todos 0s casos,
afeta diretamente o metabolismo bacteriano e fungico, impedindo o desenvolvimento ou
levando a morte do microrganismo.

Os taninos apresentam acao frente a uma série de bactérias, dentre elas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em
concentragdes minimas pode inibir fungos como Fomes annosus (CASTRO et al., 1999).

De maneira geral, os flavonoides agem inibindo as enzimas bacterianas ou interferindo
nas vias de sintese das mesmas. Isto ocorre devido as hidroxilas dos grupos fendlicos que
apresentam afinidade pelas proteinas e favorecem essa complexacdo com as enzimas (AVILA
et al., 2008).

Os estudos de Wang e colaboradores (2010) mostraram que a isoflavona extraida da
soja apresenta acdo antimicrobiana através do mecanismo de inibicdo da sintese da DNA
topoisomerase, que interfere na replicacdo do DNA. Outros estudos deste mesmo grupo ja
haviam mostrado a atividade deste composto frente a Staphylococus aureus, que pode agir
afetando a integridade da membrana celular e impedindo o metabolismo e sintese proteica
bacteriana.

Além destes, outros compostos do metabolismo secundario das plantas também
apresentam acdo antimicrobiana comprovada, como terpenoides, cumarinas e alcaloides
(SILVA et al., 2010).
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Para a determinagdo da atividade antimicrobiana sdo empregados diversos métodos “in
vitro”, aplicados como triagem de novas substancias bioativas. Os métodos mais utilizados s&o
os de difusdo em agar, macrodiluicdo e microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008).

Os testes de difusdo em agar sdo métodos quantitativos que fundamentam-se na difusdo
da substancia testada, em um meio de cultura sélido e com microrganismo inoculado. O
resultado baseia-se na relagédo entre o halo de inibicdo e a quantidade de substancia aplicada.
Para esta metodologia sdo utilizadas técnicas de aplicacdo em discos, perfuragdo em agar e
cilindros de aco inoxidavel (SILVEIRA et al., 2009).

Para a determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB) e Concentracao
Minima Inibitéria (CMI) sdo utilizados os métodos de macrodilui¢do e microdilui¢do, sendo
este Ultimo 0 mais empregado, por apresentar um menor custo, pois necessita de um quantitativo
menor de substrato e de manuseio mais simples (BONA et al., 2014).

Diversos fatores podem interferir nestas metodologias, como o pH do sistema, as
condigdes de cultivo, a disponibilidade de oxigénio no meio, o indculo e os meios de cultura
utilizados (OSTROSKY et al., 2008).



3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Otimizar o processo de extracdo de compostos fendlicos das folhas e cascas de Maytenus

rigida Mart. através da analise por ensaios fitoquimicos e microbioldgicos.

3.2. Objetivos especificos

Obter extratos brutos por diferentes métodos extrativos;

Caracterizar quimicamente as classes de polifendis presentes nestes extratos;

e Quantificar por espectrofotometria UV o contetdo de fendis totais, taninos, flavonoides
e cumarinas;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de diferentes
métodos extrativos;

e Realizar um planejamento fatorial do extrato mais promissor visando a obtencéo de um

extrato enriquecido em compostos fenolicos e que possua elevado potencial

antimicrobiano.



4. MATERIALS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do material vegetal

As amostras de cascas e folhas de Maytenus rigida foram coletadas em Junho de 2015
(Figura 6), no municipio de Altinho, distante 163 km do Recife, localizado no Agreste Central
de Pernambuco que possui area total de 454,484 km? e clima Bsh (semi-arido quente) (IBGE,
2010). Apos a coleta, as amostras foram condicionadas em sacos de papel até o processo de

secagem.

Figura 6 — Coleta das amostras de Maytenus rigida na Comunidade do Cardo, Altinho - PE.

e s

Fonte: Autor.

4.2. Preparagéo dos extratos

O material vegetal coletado foi reduzido a partes menores, a fim de aumentar a
superficie de contato e evitar contaminacdo, e submetido a secagem em temperatura ambiente
por duas semanas, ndo sendo suficiente para a total desidratacéo, foi colocado em estufa a 40°C.
ApOls secagem, as amostras foram pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye
(Adamo 340) e padronizadas em tamises, obtendo granulometria de 20 Mesh (1,2 mm), sendo
acondicionadas em sacos de papel até a preparacdo dos extratos.

Ap0s este processo, as amostras de cascas e folhas foram submetidas a cinco diferentes
métodos extrativos: maceracdo, decocgdo sob refluxo, turbolise, ultrassom e micro-ondas.
Utilizando como solvente solucdo hidroetandlica 70% e na proporc¢do 1:10 (g/mL). A amostra
vegetal foi submetida a trés maceracdes, com renovacdo do solvente a cada 48h. A decoccao
foi feita em manta aquecedora, por 30 minutos, contados apos a ebulicdo do solvente. Os
extratos por turbélise foram obtidos em liquidificador industrial, durante 30 minutos (6 ciclos
de 5 minutos, com intervalos de 2 minuto entre eles). Foi utilizado o ultrassom Unique® modelo
UltraCleaner 1400A para obtencdo dos extratos, com duracdo de 60 minutos e aquecimento
fixo (60 + 5°C). Na extracdo assistida por micro-ondas, a determinacdo da poténcia e do tempo
de extracdo foi dependente da formula fisica que relaciona a quantidade de calor com poténcia

(Q =m x ¢ x At) a fim de obter a temperatura de ebuligdo do solvente utilizado. Os extratos
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foram obtidos utilizando um micro-ondas Panasonic Piccolo, 70% da poténcia e no tempo de 1
minuto.

Os extratos provenientes dos cinco métodos foram filtrados e submetidos a evaporagéo
sob pressédo reduzida, a temperatura de 40 + 5° C, até total secura.

4.3. Andlises fitoquimicas

As analises qualitativas dos compostos fendlicos foram realizadas por cromatografia em
camada delgada (CCD) de gel de silica desenvolvida por sistemas eluentes e reveladores de
acordo com os métodos descritos na Tabela 1 (WAGNER; BLADT, 1995).

Tabela 1 - Sistemas de eluicdo, padrdes e reveladores utilizados para evidenciar a presenca dos
compostos fenolicos.

Grupo Sistema eluente Padrao Revelador
Compostos Acetato de etila: &cido formico:
P acido acético glacial: agua Rutina NEU
Fenolicos (100:11:11:26)
) Acetato de etila: acido formico: Acido aalico
h_JaT_'”,OS _ 4cido acético glacial: agua ) g FeCls
idrolisaveis ido tani
(100:11:11:26) A0 (S
) Acetato de etila: acido férmico: .
Taninos agua Catequina Vanilina
condensados g cloridrica
(90:5:5)
. Tolueno: éter (1:1 saturado com Cumarina KOH etanélico
Cumarinas - " - ; )
aCldO acetico a 10%) D|h|dr0x|cumar|na 10%

4.3.1. Determinacéo do contetdo fendlico total

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi baseada pelo método descrito por
Amorim et al., 2008. O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentracéo de 1mg/mL
em baldo volumétrico de 25 mL, em triplicata.

Para o doseamento foram transferidos 200 puL do extrato solubilizado para tubos de
ensaio. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL da solucdo do reagente Folin-Ciocalteu, 1

mL da solugdo de carbonato de sodio e 8,3 mL de agua destilada. As amostras permaneceram
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em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e temperatura ambiente. A absorbancia da mistura
foi medida a 760 nm contra um branco preparado com &gua destilada.

A curva de calibracdo (aliquotas de 50 pL — 1 mL) foi preparada com uma solugéo
padrdo de &cido tanico (1 mg/mL) e todos os demais reagentes citados anteriormente, aferindo-
se 0 volume final para 10 mL com &gua destilada. As concentracGes finais obtidas do acido
tanico foram de 0,5 a 10,0 pg/mL. A cor azul produzida pela reagdo possui uma absorgado
maxima a 760 nm e é proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de fenois totais foi
expresso como miligramas equivalentes de acido tanico por grama de extrato (mg EAT/Q).

4.3.2. Determinagéo do contetido de taninos

Assim como na metodologia anterior, a determinacdo do teor de taninos foi realizada
segundo protocolo desenvolvido por Amorim e colaboradores (2008). O extrato seco foi diluido
em metanol P.A numa concentracdo de 1mg/mL em baldo volumétrico de 25 mL, em triplicata.

Posteriormente, foram pesados 1 g de caseina e transferidos para erlenmeyer de 50 mL,
acrescentando 6 mL da amostra diluida e 12 mL de adgua destilada, em triplicata. Apds 3 horas
de reacdo (para precipitagdo dos taninos com a proteina), filtrou-se a solucdo em baldo
volumétrico e completado o volume para 25 mL com &gua destilada. Foi retirada uma aliquota
de 1 mL e quantificados os fenois residuais pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi
calculado pela diferenca entre o contetdo de fendis totais e fenois residuais. Utilizando o acido

tanico como padrao.

4.3.3. Determinacéo do contetdo de flavonoides

Para determinacdo do conteudo de flavonoides baseou-se na metodologia descrita por
Peixoto Sobrinho e colaboradores (2008).

O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentracdo de 1mg/mL. Para
quantificar os flavonoides, uma aliquota de 0,2 mL do extrato diluido foi transferida para tubos
de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 0,120 mL de acido acético glacial, 2 mL da
solucdo de piridina (20%, v/v em metanol P.A), 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio (5%,
p/v em &gua destilada) e completado o volume para 10 mL com &gua destilada em cada tubo.
Apos a preparacdo desta solucdo, agitou-se adequadamente, permanecendo em repouso por 30
minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a absorbancia da mistura

foi medida a 420 nm contra um branco preparado com agua destilada.
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A curva de calibragdo foi construida com uma solugéo padréo de rutina (0,1 mg/mL em
metanol), obtendo as concentraces finais de 0,5 a 20,0 pg/mL. O teor de flavonoides totais foi
expresso como miligramas equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/g).

4.3.4. Determinacao do conteddo de cumarinas

Para quantificar o contetido de cumarinas foi utilizada a metodologia descrita por Os6rio
e Martins (2004) com adaptagoes.

Foram transferidos 0,5 mL do extrato diluido (1,0 mg/mL) para tubos de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 2 mL de &gua destilada e 0,5 mL da solucdo de acetato de
chumbo. Agitou-se a amostra e, em seguida, foram adicionados 7 mL de agua destilada. Desta
solugdo, 2 mL foram transferidos para novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solucéo de
acido cloridrico (37% puro). A absorbancia da mistura foi medida a 320 nm contra um branco
preparado com agua destilada.

A curva de calibragéo foi preparada com uma solucdo padrdo de 1,2-benzopirona e todos
o0s demais reagentes citados anteriormente para os extratos, as concentracdes finais de cumarina
ficaram entre 0,4 - 20,0 pg/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso como miligramas

equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/g).

4.4. Atividade antimicrobiana

4.4.1. Microrganismos utilizados

Os extratos foram testados frente a microrganismos pertencentes a colecdo de
microrganismos do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.
Representantes dos grupos de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01);
Bacillus subtilis (UFPEDA 16); Enterococcus faecalis (UFPEDA 138); Micrococcus luteus
(UFPEDA 06); bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224); Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 39); Serratia marcescens (UFPEDA 398); Bacilo alcool-acido
resistente: Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71); e levedura Candida albicans (UFPEDA
1007). Aléem destes, os extratos obtidos no planejamento fatorial foram testados frente a cinco
cepas de isolados clinicos de Staphylococus aureus: secrecdo de Ulcera (UFPEDA 700); ponta
de cateter (UFPEDA 725); orofaringe (UFPEDA 728); secrecao de ferida operatéria (UFPEDA
731); e fragmento ésseo (UFPEDA 732).
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4.4.2. Teste de difuséo em disco de papel

A atividade antimicrobiana foi verificada “in vitro”, pelo método de difusdo em disco
de papel (BAUER et al., 1966). A concentragédo do extrato utilizada foi de 100.000 pg/mL em
dimetilsuféxido (DMSO) e os discos de papel de 6 mm de didmetro embebidos com 20 pL da
solugéo correspondente a 2.000 g do extrato bruto ou fragdes por disco. As suspensdes foram
padronizadas segundo a escala de McFarland no grau de turvacdo de 0,5 (BARRY et al., 1986;
KONEMAN et al., 1997), o que corresponde a uma concentracdo de aproximadamente 1078
UFC/mL.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados com halos menores que 9 mm
foram considerados indicativos de inatividade, 9 - 12 mm parcialmente ativo, 13 - 18 mm ativo,
maiores que 18 foram considerados muito ativos (ALVES et al., 2000). O antibidtico
Gentamicina e o antifingico Cetoconozol foram utilizados como farmacos padrdes (10 pg/disco
e 30 pg/disco, respectivamente). Para os isolados clinicos de S. aureus, utilizaram-se como

padrdes os antibioticos Eritromicina (15 pg/disco) e Oxacilina (1 pg/disco).

4.5. Planejamento Fatorial

Com base no experimento de fator-anico, que avaliou a influéncia de cada método
extrativo, foi escolhido um dentre eles para a realizacdo de um planejamento fatorial a fim de
selecionar as melhores condicdes de extracdo de compostos fendlicos de Maytenus rigida. Para
isso, foi realizado um planejamento 23 (3 variaveis, em 2 niveis de variagdo), com um ponto
central em triplicata, a partir deste é construida a estimativa de erro e o grau de liberdade.

O teste foi feito de maneira randomizada e os valores dos niveis de variancias estéo na
Tabela 2 para cascas e na Tabela 3 para folhas. Os niveis foram escolhidos a partir da literatura,
havendo diferenca apenas no nivel superior do tempo para as cascas, por serem partes mais
rigidas. O tratamento estatistico foi realizado utilizando software STATISTICA® e foram
obtidos os efeitos padronizados (diagramas de Pareto) e as analises estatisticas (Superficie de

Resposta) para avaliacdo dos resultados.



Tabela 2 — Niveis das variaveis do planejamento 2° para os extratos de cascas.

39

-1 (Inferior) 0 (Ponto Central) + 1 (Superior)
Concentracao (m/v) 1/20 1/10 1/5
EtOH/H20 (%) 60 70 92,8
Tempo (min.) 15 30 60

Tabela 3 - Niveis das variaveis do planejamento 2° para os extratos de folhas.

- 1 (Inferior) 0 (Ponto Central) + 1 (Superior)
Concentragao (m/v) 1/20 1/10 1/5
EtOH/H20 (%) 60 70 92,8
Tempo (min.) 15 30 45

ApoOs a obtencdo dos extratos, foram filtrados e submetidos a evaporagédo sob pressao

reduzida, a temperatura de 40 £ 5° C, até total secura. Posteriormente, realizou-se o doseamento

dos fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas. Também foi realizada a atividade

antimicrobiana dos extratos obtidos pelo planejamento.

4.6. Analise estatistica

Os teores dos metabdlitos e os halos de inibicdo obtidos pelo teste antimicrobiano foram

avaliados através da analise de variancia de Kruskal Wallis seguido de comparagdes multiplas

pelo teste de Dunn. Foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman para comparar 0 contetdo

fendlico total, de taninos, flavonoides e cumarinas entre eles e para relaciona-los com a inibigéo

microbiana. As diferencas foram consideradas significativas ao nivel de p < 0,05. O programa

BioEstat 5.0 foi utilizado para realizacdo das analises estatisticas (AYRES et al., 2007).



5. RESULTADOS E DISCUSS&O
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fitoquimica

Nas analises qualitativas, a presenca de compostos fenolicos foi avaliada por meio da
cromatografia de camada delgada e os resultados estdo presentes na tabela 4.

Tabela 4 — Analise quimica dos extratos de cascas e folhas de Maytenus rigida Mart. obtidos por
cinco diferentes métodos extrativos.

Classe de Extratos
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Comppstos +++ + + + + +
fenolicos
_Tan!nos e o = = S = S ++ ++ ++ ++
Hidrolisaveis
Taninos s I = S S S o ++ ++ ++ ++
Condensados
Flavonoides +++ +++ H+H+  H+ 4+ + + + + +
cumarinas + + + + + + + + + +

Legenda: 1 = folha decocc¢do, 2 = folha micro-ondas, 3 = folha ultrassom, 4 = folha turbolise, 5 =
folha maceracdo, 6 = casca decoc¢do, 7 = casca micro-ondas, 8 = casca ultrassom, 9 = casca turbdlise,
10 = casca maceracao.

Foi possivel observar a presenca de todos os compostos avaliados nos diferentes
extratos, havendo diferenca apenas entre as partes utilizadas. As folhas apresentaram maior
intensidade de compostos fendlicos (figuras 7, 8 € 9).

Os resultados encontrados nas analises cromatograficas corroboram com os estudos de
Estevam e colaboradores (2009), que confirmam a presenca de compostos fendlicos,

flavonoides, catequinas e taninos nos extratos etanolicos da entrecasca de Maytenus rigida.

Figura 7 — Placa cromatogréfica para presenca de Compostos Fendlicos nos extratos de cascas e folhas de
Maytenus rigida.

10751 %P2
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Fonte: Autor. Legenda: 1 = folha decocgdo, 2 = folha micro-ondas, 3 = folha ultrassom, 4 = folha turbdlise, 5 =
folha maceracdo, 6 = casca decocgdo, 7 = casca micro-ondas, 8 = casca ultrassom, 9 = casca turbolise, 10 = casca
maceracdo, P1 = Acido Tanico, P2 = Rutina.

Figura 8 — Placa cromatografica para presenca de Taninos Condensados nos extratos de cascas e folhas de
Maytenus rigida.

Fonte: Autor. Legenda: 1 = folha decoccéo, 2 = folha micro-ondas, 3 = folha ultrassom, 4 = folha turbélise, 5 =
folha maceragdo, 6 = casca decoc¢do, 7 = casca micro-ondas, 8 = casca ultrassom, 9 = casca turbélise, 10 = casca
maceracdo, P = Catequina.

Figura 9 — Placa cromatografica para presenca de Cumarinas nos extratos de cascas e folhas de Maytenus rigida.

Fonte: Autor. Legenda: 1 = folha decoccéo, 2 = folha micro-ondas, 3 = folha ultrassom, 4 = folha turbdlise, 5 =
folha maceracgéo, 6 = casca decoc¢do, 7 = casca micro-ondas, 8 = casca ultrassom, 9 = casca turbdlise, 10 = casca
maceracdo, P1 = Cumarina, P2 = Dihidroxicumarina.

Os teores de fenois totais, taninos, flavonoides e cumarinas dos cinco diferentes métodos
extrativos foram avaliados e os resultados obtidos nos doseamentos dos extratos de folhas e
cascas sao apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente. Os valores expressos sao as medias
das replicatas acompanhadas do desvio padrdao em mg/g equivalente de &cido tanico para fenois
totais e taninos, equivalente de rutina para flavonoides e equivalente de 1,2-benzopirona para

as cumarinas.
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O extrato das folhas obtido por decocgdo obteve maior teor de fendis totais, taninos e
flavonoides, apresentando valores de 459,35 + 3,39 mg EAT/g, 385,6 + 10 mg EAT/g e 156,78
+ 6,88 mg ER/g, respectivamente, porém ndo apresentou diferenca estatistica significativa dos
extratos obtidos por micro-ondas e maceragdo. No que diz respeito ao teor de cumarinas, 0
meétodo extrativo que forneceu extratos mais ricos foi micro-ondas (144,60 + 13,26 mg EC/qg),
contudo o teor apresentado ndo foi significativamente diferente dos extratos obtidos por
decoccdo, maceracao e turbolise.

Tabela 5 - Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas, expressos em média +
desvio padrdo, dos extratos obtidos a partir das folhas de Maytenus rigida Mart. por diferentes
métodos extrativos.

Método FT TAN FLA CuM
extrativo (mg EAT/Q) (mg EAT/Q) (mg ER/Q) (mg EC/qg)
Maceragao 434,36 £ 5,42 ab 375,89+ 11,71 ab 138,68 + 9,1 ab 91,51 +4,77 ab

Micro-ondas 439,34 +885ab 370,28 +7,12abc  152,83+843a 144,60+ 13,26a

Decocgéo 45935+ 3,39 a 385,6 +10,0a 156,78 + 6,88 a 126,39+ 12,07 a
Ultrassom 392,44 + 3,46 bc 360,92 + 1,46 bc 62,64 +2,16 b 66,67 £7,10b
Turboblise 382,60+5,74 ¢ 35161+731c 7436+0hb 121,84+ 7,13a

Legenda: FT = Fenois Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas. Letras iguais
na mesma coluna indicam ndo diferenca estatistica conforme Kruskall Wallis (seguido de Dunn), p
< 0.05.

Em relagdo aos extratos obtidos das cascas, para fendis totais 0 método extrativo que se
destacou foi micro-ondas, que possibilitou a obtencéo de 364,96 + 4,65 mg EAT/g, no entanto,
estatisticamente ndo observou-se diferenca significativa dos extratos obtidos por maceracéao e
decoccdo. Ja para taninos, destacou-se 0 extrato obtido por decocgdo, apresentando valor de
264,58 + 4,08 mg EAT/g, ndo apresentando diferenca significativa dos extratos por maceracao
e decoccdo. Para flavonoides e cumarinas, obteve-se valores maiores no extrato obtido por
maceracdo (42,76 + 2,86 mg ER/g e 83,35 + 2,37 mg EC/g, respectivamente).

Tabela 6 - Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas, expressos em média *
desvio padrdo, dos extratos obtidos a partir das cascas de Maytenus rigida Mart. por diferentes
métodos extrativos.
Método FT TAN FLA CUM
extrativo (mg EAT/Q) (mg EAT/Q) (mg ER/g) (mg EC/g)

Maceragdo 340,77 +9,48ab 261,87 +9,44a 42,76 + 2,86 a 83,35+237a

Micro-ondas 364,96 +4,65a 230,85+1469ab 2154+165ab 62,31+4,27ac

Decoccéao 356,60 +2,11a 26458 +4,08ac 38,81+650a 50,17 £ 0,80 bc

Ultrassom 294,99 + 7,38 b 225,72 +£390Db ND b 49,98 +4,60 b

Turbélise 305,37 £10,95b 234,81 + 8,15 bc ND b 52,83 + 2,83 bc
Legenda: FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas, ND = Nao
detectado. Letras iguais na mesma coluna indicam ndo diferenga estatistica conforme Kruskall Wallis
(seguido de Dunn), p < 0.05.
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Processos extrativos com elevacdo de temperatura promovem uma maior solubilidade
dos compostos a serem extraidos, além de diminuir a viscosidade e tensdo superficial do
solvente, o que facilita a retirada dos metabdlitos presentes nas amostras vegetais, aumentando
o rendimento do processo (DAI; MUMPER, 2010; MARQUES; VIGO, 2009). Esse fato
justifica os maiores teores obtidos em métodos com agquecimento como decoccdo e micro-
ondas.

Entre os cinco métodos extrativos, quanto a composicao quimica, nos extratos obtidos
a partir das folhas observou-se correlacdo positiva apenas entre o teor de fendis totais e taninos
(rs = 0,9, p = 0,0374) e entre fendis totais e flavonoides (rs = 0,9, p = 0,0374). Nos extratos
obtidos com as cascas ndo houve correlacdo entre o teor de compostos fendlicos totais e 0s
demais metabdlitos secundérios estudados.

Maiores teores de taninos s@o esperados nas cascas, porém foi possivel observar que
esta classe de metabdlitos obteve niveis maiores nos extratos de folhas. De acordo com
Monteiro e colaboradores (2006), os teores de taninos podem variar entre as partes da planta de
acordo com o periodo de coleta, sendo maiores nas cascas durante o periodo de seca. Ja 0s
flavonoides sdo comumente encontrados nas folhas, devido a maior exposicao solar (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2009). As cumarinas ndo apresentam niveis elevados, apesar de serem
sintetizadas nas folhas, seus maiores teores sdo encontrados nos frutos e raizes, podendo ocorrer
variacdes nas partes devido a mudangas sazonais e ambientais (OJALA et al., 2000; GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

5.2. Atividade antimicrobiana

A presenca de compostos com atividade antimicrobiana nos vegetais, bem como o0 uso
destes para o tratamento de diversas infec¢bes é bastante comum a muito tempo. As plantas
desenvolveram a capacidade de produzir essas substancias em reacdo aos diversos danos
provenientes do ambiente, buscando proteger-se das infec¢es causadas por patdgenos como
bactérias e fungos (ESQUENAZI et al., 2002).

Os extratos de folhas e cascas de Maytenus rigida obtidos pelos cinco diferentes
métodos extrativos foram testados frente a nove microrganismos e 0s resultados estdo
apresentados na tabela 7. Os valores sdo médias dos halos obtidos nas replicatas, expressos em
milimetros. Para confirmacdo do perfil de sensibilidade e resisténcia das bactérias ensaiadas foi
utilizado como antimicrobiano de referéncia a gentamicina para bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas, e cetoconazol para leveduras.
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Foi possivel observar que os extratos submetidos ao ensaio apresentaram atividade
apenas contra microrganismos Gram-positivos (S. aureus, M. luteus e E. faecalis). Isto pode
ocorrer devido a diferenca estrutural existente entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, que dificulta a acdo dos metabdlitos presentes nos extratos ou pela baixa quantidade
de compostos ativos, impedindo a agédo frente microrganismos desta classe (DUARTE et al.,
2014).

Para S. aureus (figura 10), os extratos de folhas e cascas obtiveram halos na faixa de
15,0 mm, ndo havendo diferenca significativa entre os extratos obtidos pelos diferentes métodos
extrativos, nem entre as partes da planta estudada, sendo considerados ativos frente este
microrganismo. Para M. luteus, 0 mesmo pode ser observado, 0s extratos apresentaram halos
entre 15 e 16 mm, sendo considerados ativos, segundo Alves e colaboradores (2000). N&o

apresentaram diferenca significativa entre os meétodos de extracdo, nem entre cascas e folhas.

Figura 10 - Placa de atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos de Maytenus rigida frente a
Staphylococcus aureus.

Fonte: Autor. Legenda: 1 = casca maceracdo, 2 = casca decocgdo, 3 = casca turbdlise, 4 = casca ultrassom, 5 =
casca micro-ondas, 6 = folha maceracéo, 7 = folha decoccéo, 8 = folha turbdlise, 9 = folha ultrassom, 10 = folha
micro-ondas.

Em relacdo aos resultados obtidos frente a E. faecalis, os extratos foram considerados
parcialmente ativos, com halos na faixa de 10 mm, estatisticamente ndo ha diferenca entre os
extratos dos diferentes métodos extrativos nem entre as partes vegetais utilizadas.

Os resultados dos testes antimicrobianos corroboram com os estudos de Costa e colaboradores
(2013), mostrando que os extratos de Maytenus rigida apresentaram acdo frente a S. aureus e
E. faecalis, porém com halos de inibicdo menores (12 e 8,3 mm, respectivamente). Essa
diferenca de resultados pode ocorrer devido a variacdo de metodologias ou pelas caracteristicas

do material vegetal.
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Tabela 7 — Atividade antimicrobiana (halos de inibigdo em mm + desvio padrdo) dos extratos hidroalcodlicos de cascas e folhas de Maytenus rigida obtidos por 5 métodos
extrativos diferentes.

Extratos Padroes
Microrganismos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P1 P2
(UIS:i:’aléu[;iJ%l) 15000 147+06 147+06 137+06 147+06 150+00 140+00 147+06 150+00 153+06 283+0,6
(UII\:/IF.’IIElgiJS(’)G) 146+06 130+00 140+00 147+06 137+06 160+00 153+06 15000 160+00 153+06 30,7+12
(U;BZ'PSEIBEK?G) ) ) ) ; , - - . 28,3+0,6
(UE#ESEIES) 103+0,6 9,7+06 11,0£10 103+06 97+06 106+06 10,7+06 103+06 103+06 100+10 283+0,6
(UFPEDA 39 ' ' ' ‘ ‘ ' ' LR
U FPEEIS?DI\I224) ' ' ' _ _ _ I
(lSJ-FrTFlaI‘Er[C)?DS\C??Qg) ) ) ) ; ; - - = 26,3+0,6
(I\l/IJ.FsFr)Téeg'rEa;tlls) ) 3 ; - - - - 25,3+0,6
(ugbglgxalrgon ' ' ' ' _ _ _ _ B

Legenda: 1 = folha decoccéo, 2 = folha micro-ondas, 3 = folha ultrassom, 4 = folha turbdlise, 5 = folha maceragéo, 6 = casca decocgéo, 7 = casca micro-ondas, 8 = casca ultrassom,
9 = casca turbolise, 10 = casca maceragdo, P1 = Gentamicina (10 pg/disco), P2 = Cetoconazol (30 pg/disco), ( - ) = sem atividade.
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5.3. Planejamento Fatorial

A partir dos resultados encontrados nos testes anteriores, o método extrativo por
decoccdo sob refluxo foi escolhido para ser feito o planejamento fatorial. Devido a néo
diferenca significativa entre os métodos na atividade antimicrobiana, a escolha baseou-se no
teor de compostos fendlicos extraidos e na praticidade e custo do processo.

Os extratos obtidos por decoc¢do obtiveram niveis mais altos na maior parte dos grupos
de compostos analisados, além de ser mais rapida e utilizar um volume menor de solvente,
quando comparada com a maceracdo, da qual ndo houve diferenca significativa e apresenta um
menor custo quando comparada com a extracao assistida por micro-ondas. Mesmo sendo um
processo indicado para partes duras como cascas e raizes, foi escolhido o0 mesmo para folhas,
devido aos metabdlitos estudados serem termoestaveis.

As variaveis e os niveis foram escolhidos de acordo com a influéncia que poderiam
exercer na extracdo dos metabolitos secundarios. Desta forma, foi avaliada a interferéncia da
polaridade do solvente (teor alcéolico), concentracédo (proporcdo massa/ solvente) e tempo de
extragao.

A partir da matriz de planejamento experimental 23 foram obtidos 11 extratos de folhas
e cascas, onde foram doseados 0s grupos de compostos fenolicos e os resultados encontram-se
nas tabelas 8 e 9, respectivamente.

Nos extratos de folhas, 0s maiores teores obtidos de fenois totais e taninos foram obtidos
no ensaio numero 2 (proporc¢éo - 1/5, teor alcéolico — 60%, tempo de extragdo — 15 min.), ndo
apresentando diferenca significativa dos ensaios 3, 4, 6, 7 e 8. Todavia, para flavonoides e
cumarinas as condigdes maximas do experimento (proporcao - 1/5, teor alcéolico - 92,8%,
tempo de extracdo — 45 min.) mostraram niveis mais altos.

Para os extratos de cascas, do mesmo modo que os resultados observados nas folhas, 0s
teores mais altos de fendis totais foram obtidos nas condi¢des extrativas de nimero 2 (propor¢éao
- 1/5, teor alcdolico — 60%, tempo de extracdo — 15 min.), ndo houve diferenca significativa de
outros ensaios. Os teores de taninos foram maiores no ensaio de nimero 1 (proporc¢éo - 1/20,
teor alcoolico — 60%, tempo de extracdo — 15 min.). Ja os niveis de flavonoides e cumarinas
foram maiores no ensaio de nimero 4, cujas condicdes extrativas sao: propor¢do - 1/5, teor
alcoolico - 92,8% e tempo de extracdo — 15 minutos.

Porém, a avaliacdo mais apropriada dos efeitos das variaveis nos teores dos metabolitos

é feita através do diagrama de Pareto e do grafico de Superficie de Resposta.
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Tabela 8 - Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas expressos em média + desvio padréo dos extratos das folhas de Maytenus rigida obtidos a
partir dos ensaios de planejamento fatorial.

. EtOH/ FT TAN FLA CuM
S e, H>O ETe (mg EAT/Q) (mg EAT/Q) (mg ER/g) (mg EC/g)
1 -1 -1 -1 426,86 + 15,02 ac 398,98 + 8,54 ac 55,66 + 6,16 a 78,80 + 6,27 ac
2 1 -1 -1 467,72 +12,92 b 424,23 + 14,27 ab 106,86 + 28,31 ac 75,77 +591 a
3 -1 1 -1 465,53 +5,77 b 424,47 +2,09b 171,20 £ 0.97 bd 107,05 + 1,39 ad
4 1 1 -1 454,90 + 8,44 ab 409,67 + 7,42 abd 240,85 + 2,31 bd 135,87 + 7,97 bd
5 -1 -1 1 411,02 +253¢ 374,39 + 6,55 cd 82,72 +8,34 a 76,53 + 5,61 ac
6 1 -1 1 447,34 + 8,41 abc 398,46 + 12,56 abd 131,94 + 12,83 ac 80,70 + 4,31 ac
7 -1 1 1 443,57 + 3,59 abc 394,43 + 7,57 abd 171,99 £ 5,11 bed 125,82 + 4,83 cd
8 1 1 1 457,09 + 9,45 ab 404,86 + 4,58 abd 261,09 + 14,54 bd 149,15 + 8,87 bd
9* 0 0 0 446,56 + 8,74 abc 387,96 + 12,32 ad 170,36 + 15,02 bcd 115,40 + 9,35 ad
10* 0 0 0 431,90 + 10,02 ac 373,12 + 15,96 cd 151,42 + 11,15 ad 130,38 + 3,22 hd
11* 0 0 0 429,73 + 1,71 ac 387,40 + 4,32 cd 146,74 + 9,56 ad 128,86 + 4,74 bd

Legenda: FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas, * = ponto central em triplicata. Letras iguais na mesma coluna indicam néo
diferenca estatistica conforme Kruskall Wallis (seguido de Dunn), p < 0.05.

Tabela 9 - Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas expressos em média * desvio padrdo dos extratos das cascas de Maytenus rigida obtidos a
partir dos ensaios de planejamento fatorial.

Ensaio Conc EtOH/ Tempo FT TAN FLA CUM
: H20 (mg EAT/Q) (mg EAT/Q) (mg ER/g) (mg EC/g)
1 -1 -1 -1 345,27 + 10,67 ab 328,77 + 12,24 a 30,82 £ 5,89 ac 50,90 + 3,43 ac
2 1 -1 -1 365,26 + 3,01 a 291,58 £ 7,69 ac 23,83+593a 50,90 + 1,21 ac
3 -1 1 -1 327,32 + 12,02 bc 248,95 * 14,58 bd 41,79 + 3,08 abc 93,17 +3,24b
4 1 1 -1 348,08 + 4,54 ac 264,21 £+ 1,21 bed 97,32 +11,02b 104,46 + 3,03 b
5 -1 -1 1 362,13 + 8,65 a 283,31 + 4,16 acd 77,61 + 10,63 bcd 71,04+ 1,82 ab
6 1 -1 1 351,21 £ 9,14 ac 280,23 £ 7,01 ac 46,94 + 9,02 ab 60,61 + 2,62 abd
7 -1 1 1 345,59 + 9,93 acd 265,69 * 8,48 bcd 50,23 £ 4,81 ab 49,61 + 3,03 ac
8 1 1 1 338,46 + 7,89 acd 263,33 £ 7,52 bed 71,24 + 6,54 bc 70,18 + 7,88 ab
9= 0 0 0 312,83 + 2,08 bd 233,70 £6,75b 26,16 + 1,53 ad 37,62+ 154c¢
10* 0 0 0 351,08 + 6,61 ac 278,12 + 4,90 ad 26,20 + 3,01 ad 45,76 + 2,27 cd
11* 0 0 0 347,33 + 5,97 ac 262,72 £ 0,69 bcd 30,33+ 0,35 ab 55,40 + 6,36 abc

Legenda: FT = Fenois Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, CUM = Cumarinas, * = ponto central em triplicata. Letras iguais na mesma coluna indicam nao

diferenca estatistica conforme Kruskall Wallis (seguido de Dunn), p < 0.05.
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Os diagramas de Pareto apresentados na figura 11 indicam que, nas condigcOes
estudadas, a concentracdo, o tempo de extracdo e o teor alcdolico ndo apresentaram efeitos
significativos sobre o teor de fendis totais e taninos. Para flavonoides, o aumento do teor
alcoolico e da concentracdo exerceram um efeito positivo, sendo o teor alcéolico o fator mais
significativo estatisticamente e, portanto, 0 que mais favoreceu ao processo extrativo. A
interacdo entre os fatores ndo foi significativa. No caso das cumarinas, o fator que apresentou
efeito relevante foi o teor alcoolico, contribuindo para um aumento na extracdo deste
metabolito.

Estas conclusdes podem ser feitas a partir da linha tracejada vertical do diagrama, que
indica o valor minimo para que se observe a significAncia estatistica, sendo o efeito mais
expressivo quanto mais a direita dessa linha ele estiver (MARQUES, 2011).

Na figura 12 estdo representados os diagramas dos extratos obtidos por cascas, onde as
condigdes extrativas ndo exerceram efeitos significativos sobre os teores de fendis totais,
taninos e cumarinas. No que diz respeito aos teores de flavonoides, apenas a interacao entre 0s
trés fatores ndo foi relevante, sendo a interacdo entre a concentracao e teor alcoolico a mais
significativa estatisticamente, interferindo de maneira mais expressiva no processo extrativo.

Em ambos os casos, o teor alcoolico interferiu no teor de flavonoides, o que corrobora
com os estudos de Peixoto (2012), onde foi possivel observar que o aumento da proporcao de
etanol resultou na reducdo da constante dielétrica favorecendo a solubilidade de metabdlitos de
média polaridade, além de que o aumento da concentracdo de agua pode provocar a hidrélise
destes compostos.

Assim como os flavonoides, as cumarinas sdo consideradas compostos de média
polaridade (KUSTER; ROCHA, 2004), desta forma o aumento do teor alcéolico favoreceu
maiores niveis nos extratos.

Quanto a proporcao massa/ volume, observou-se que com o aumento da relagdo houve

aumento do teor de flavonoides, indicando que ndo houve saturacdo do solvente.
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Figura 11 - Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados na extragdo das folhas de Maytenus rigida a partir do planejamento fatorial 23.
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Figura 12 - Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados na extragio das cascas de Maytenus rigida a partir do planejamento fatorial 23.

Fenois totais ' ' ' ' Taninos _
(2)EtOH/H20 -1,08013 (2)EtOH/H20 -2,22106

1by3 -,985887 2by3 1,139013

(1)Concent. ,3805814 1by2 ,8332963

(3)Tempo , 192103 1*2*3 -,810786
2by3 ,0978638 (3)Tempo -,641919
1by2 0761163 (1)Concent. -,429008
1*2*3 ,0507442 1by3 ,2587924
. . . p=,05 p=05
Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto) Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
Flavonoides Cumarinas
1by2 -I 16,85008 2by3 209463
2by3 -12,9187
(2)EtOH/H20 1.633479
(2)EtOH/H20 12,00762
(3)Tempo -.933417
1by3 -8,58697
1by2 .8222958
(3)Tempo 7,712811

(1)Concent. 5736494 (1)Concent. 4167039

1*2*3 -1,59963 1by3 -.022224
[P p=05

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto) Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
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Os gréficos de Superficie de Resposta (figuras 13 e 14) permitiram uma melhor
visualizagdo dos efeitos e interagdes das variaveis nos extratos de folhas, afirmando o efeito
positivo que o teor alcdolico e a concentracdo exerceram. Os resultados para a avaliacdo da
significancia do modelo de regressdo encontram-se na tabela 10 e os valores de R? obtidos para
fendis totais (0,9453), taninos (0,9533), flavonoides (0,9916) e cumarinas (0,9815), por estarem

préximos a 1, confirmaram a adequacdo do modelo.

Tabela 10 — Analise de variancia para o modelo quadréatico de superficie de resposta obtido a partir
do planejamento fatorial 23 para os extratos de folhas de Maytenus rigida.

SS df MS F
Fenois totais 167,6764 2 83,8382 4,32090
Taninos 141,4469 2 70,7234 5,10794
Flavonoides 313,0104 2 156,5052 29,63481
Cumarinas 33,9924 2 16,9962 13,32348

Legenda: SS = soma dos quadrados; df = grau de liberdade; MS = média dos quadrados.

Figura 13 — Gréfico de Superficie de Resposta dos teores de flavonoides dos extratos de folhas de Maytenus rigida
obtidos pelo planejamento fatorial 23.
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Fonte: Autor. Legenda - Gréafico 1: tempo de extracdo - 15 min. Gréafico 2: tempo de extra¢do - 45 min. O grau de
significancia de cada efeito é visualizado pela inclinacdo da reta. (Verde — piores condi¢fes, marrom — melhores
condigdes).
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Figura 14 — Grafico de Superficie de Resposta dos teores de cumarinas dos extratos de folhas de Maytenus rigida
obtidos pelo planejamento fatorial 23.

Teor de Cumarinas
Teor de Cumarinas

Fonte: Autor. Legenda - Grafico 1: tempo de extracdo - 15 min. Grafico 2: tempo de extracdo - 45 min. O grau de
significancia de cada efeito ¢ visualizado pela inclinagdo da reta. (Verde — piores condicoes, marrom — melhores
condig@es).

Na figura 15 estdo expressos os resultados de Superficie de Resposta dos extratos das
cascas de Maytenus rigida que confirmam o efeito positivo causado pela interacdo entre a
concentracdo e o teor alcéolico. Além de evidenciar efeitos positivos isolados, como a aumento
da proporcéo de etanol e do tempo de extracdo. Os resultados para a avaliagdo da significancia
do modelo de regressdo encontram-se na tabela 11 e os valores de R? obtidos para flavonoides
(0.9980) e cumarinas (0,9624) confirmaram a adequacéo do planejamento para estas classes de

metabdlitos.

Tabela 11 — Analise de variancia para o modelo quadratico de superficie de resposta obtido a partir do
planejamento fatorial 22 para os extratos de cascas de Maytenus rigida.

SS df MS F
Fenois totais 829,226 2 444,6130 0,3643
Taninos 1017,725 2 508,8626 1,2467
Flavonoides 11,482 2 5,7412 131,1440
Cumarinas 39,613 2 19,8063 6,4101

Legenda: SS = soma dos quadrados; df = grau de liberdade; MS = média dos quadrados.

Porém para 0s demais compostos o valor ndo foi satisfatorio (fendis totais = 0,5930;
taninos = 0,8329), sendo necessario alguns ajustes para que descreva de maneira mais adequada

as interagdes entre as varidveis escolhidas. A interacdo entre os fatores analisados e a influéncia
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nos teores de fenois totais podem ser observadas nos gréaficos de Superficie de Resposta
dispostos na figura 16.

Um dos possiveis pontos de ajuste seria o tempo de extracdo, pois devido a rigidez das
cascas a duracdo da extracdo ndo deve ter sido suficiente para retirada de compostos mais
complexos e majoritarios na planta, como fendis totais e taninos, facilitando apenas a retirada
de moléculas menores como os flavonoides.

Segundo Lima e colaboradores (2015), o teor de compostos fendlicos é diretamente
proporcional ao tempo de extracdo, indicando que um maior tempo de preparo pode levar
aumentar a retirada destes metabolitos, o mesmo foi observado por outros estudos que
afirmaram a influéncia do tempo na extracdo de polifendis e na atividade que desempenham
(ASTIL et al., 2001; CHEN et al., 2001).

Figura 15 — Graficos de Superficie de Resposta dos teores de flavonoides dos extratos de cascas de Maytenus
rigida obtidos pelo planejamento fatorial 23.

Teor de Flavonoides
Teor de Flavonoides

Teor de Flavonoides
Teor de Flavonoides

Fonte: Autor. Legenda - Grafico 1: tempo de extragdo - 15 min. Gréfico 2: tempo de extracdo - 60 min. Gréfico 3:
proporcéo 1/20. Gréfico 4: proporcao 1/5. O grau de significancia de cada efeito é visualizado pela inclinagdo da
reta. (Verde — piores condiges, marrom — melhores condigdes).
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Figura 16 — Gréficos de Superficie de Resposta dos teores de fendis totais dos extratos de cascas de Maytenus
rigida obtidos pelo planejamento fatorial 2.
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Fonte: Autor. Legenda - Grafico 1: tempo de extragdo - 15 min. Gréfico 2: tempo de extracdo - 30 min. Gréfico 3:

tempo de extracdo — 60 min. O grau de significancia de cada efeito é visualizado pela inclinacéo da reta. (Verde —
piores condi¢des, marrom — melhores condi¢des).

Os extratos foram também submetidos a testes antimicrobianos para avaliar se a
variacdo da composicdo dos extratos influencia na atividade. Os resultados encontram-se nas
tabelas 12 e 13. Os extratos permaneceram com a classificacdo de ativos para S. aureus e M.

luteus, e parcialmente ativos em relacdo a E. faecales.
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Tabela 12 - Atividade antimicrobiana (halos de inibicdo em mm + desvio padrdo) dos extratos hidroalcodlicos de
folhas de Maytenus rigida obtidos a partir do planejamento fatorial 2°.

Condicoes Microrganismos
_ EtOH/ S. aureus M. luteus  B. subtilis E. faecalis marcseécens
Ensaios  Conc. Tempo (UFPEDA (UFPEDA (UFPEDA (UFPEDA
H:0 01) 06) 16) 135y ~ (UFPEDA
398)
1 -1 -1 -1 13,0£0,0 14,7+0,6 - 9,7+06 -
2 1 -1 -1 13,0+0,0 143+12 - 9,6+0,6 -
3 -1 1 -1 13,0+0,0 143+12 - 9,0+£0,0 -
4 1 1 -1 13,3+0,6 15,0+0,0 - 10,0+0,0 -
5 -1 -1 1 13,0+0,0 15,0 £0,0 - 9,7+12 -
6 1 -1 1 12,7+0,6 14,7+0,6 - 11,3+0,6 -
7 -1 1 1 13,3+0,6 16,3+0,6 - 10,3+1,.2 -
8 1 1 1 143+12 15,3+0,6 - 9,7+1,2 -
9* 0 0 0 14,0£0,0 15,3+0,6 - 11,0+17 -
10* 0 0 0 13,3+0,6 15,0 +0,0 - 9,3+06 -
11* 0 0 0 13,7+0,6 15,0 £0,0 - 10,7 +0,6 -

Legenda: ( - ) = sem atividade, ( *) = ponto central em triplicata.

Tabela 13 - Atividade antimicrobiana (halos de inibicdo em mm + desvio padrdo) dos extratos hidroalcoolicos de
cascas de Maytenus rigida obtidos a partir do planejamento fatorial 2°.

Condicdes Microrganismos
_ EtOH/ S. aureus M. luteus  B. subtilis E. faecalis marczscens
Ensaios  Conc. Tempo (UFPEDA (UFPEDA (UFPEDA (UFPEDA
H:0 01) 06) 16) 135y  (UFPEDA
398)
1 -1 -1 -1 13,3+0,6 17,3+0,6 - 12,0+0,0 -
2 1 -1 -1 13,0+0,0 18,0+0,0 - 11,3£0,6 -
3 -1 1 -1 12,7+0,6 16,7+1,5 - 11,7+0,6 -
4 1 1 -1 13,0+1,0 16,3+0,6 - 11,7+0,6 -
5 -1 -1 1 13,3+0,6 17,0+0,0 - 11,3+0,6 -
6 1 -1 1 13,3+0,6 16,7+2,3 - 12,3%0,6 -
7 -1 1 1 13,7+0,6 18,3+0,6 - 11,3+0,6 -
8 1 1 1 13,0 +0,0 16,0+ 1,0 - 11,7+0,6 -
9* 0 0 0 13,3+0,6 17,0+0,0 - 12,0+1,0 -
10* 0 0 0 13,3+0,6 16,7+0,6 - 11,7+0,6 -
11* 0 0 0 14,0+0,0 17,0+ 1,0 - 12,3+0,6 -

Legenda: ( - ) = sem atividade, ( *) = ponto central em triplicata.
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Nas condicdes estudadas, os halos de inibi¢do para S. aureus e E. faecales ndo sofreram
influéncia significativa. Porém, em relacdo a atividade frente a M. luteus, nos extratos de folhas,
0 aumento do tempo de extracdo apresentou efeito positivo na inibicdo. Para este mesmo
microrganismo, nos extratos de cascas, apenas a interacao entre o teor alcéolico e o tempo de
extracdo exerceu efeito positivo significativo. Estas andlises sdo visiveis nos diagramas de
Pareto presentes nas figuras 17 e 18.

No que diz respeito a relacdo entre a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana,
nos extratos de folhas, houve correlagcdo positiva entre o teor de flavonoides e a inibi¢éo de S.
aureus (rs = 0,6576, p = 0,0278); e entre o teor de cumarinas e a acdo frente a S. aureus (rs =
0,7845, p = 0,0042) e M. luteus (rs = 0,6045, p = 0,0488). Nos extratos de cascas ndo houve
correlacdo entre os compostos fendlicos analisados e a atividade.

A adequacdo do modelo para a acdo antimicrobiana de folhas e cascas de Maytenus
rigida frente a M. luteus foi confirmada pelos valores de R?, 0,9762 e 0,9842, respectivamente.

Os compostos que obtiveram maiores teores ndo apresentaram correlagdo com a
atividade estudada, sugerindo que esta acdo seja proveniente de um sinergismo entre 0S
metabolitos. Segundo Silveira (1997), os extratos vegetais apresentam uma mistura de
compostos biologicamente ativos que atuam sinergicamente na permeabilidade da membrana

ou na respiracdo celular microbiana, levando a morte ou inibicédo de crescimento.



Figura 17 - Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados na atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de Maytenus rigida a partir do planejamento fatorial 23.

S. aureus M. luteus
(2)EtOH/H20 2,474874 (3)Tempo -5,511352
1by2 1,767767 (2)EtOH/H20 4,286607
2by3 1,767767 1*2*3 -3,06186
1*2*3 1,06066 1by3 -3,06186
(1)Concent. 1,06066 2by3 3,061862
(3)Tempo 1,06066 (1)Concent. -1,83712
1by3 ,3535534 1by2 ,6123724
p=,05‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ p=,0§
Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto) Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
E. faecales
1*2*3 -1,33631
(3)Tempo 1,069045
(1)Concent. ,8017837
(2)EtOH/H20 -,534522
1by2 -,534522
2by3 -,267261
1by3 0,

p=,05
Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)



Figura 18 - Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados na atividade antimicrobiana dos extratos das cascas de Maytenus rigida a partir do planejamento fatorial 23.

S. aureus M. luteus
(3)Tempo 1,224745 1by2 -5,51135
1*2*3 -1,22474 1by3 -5,51135
2by3 ,6123724 2by3 5,511352
1by3 -,612372 (1)Concent. !4,28661
(2)EtOH/H20 -,612372 (2)EtOH/H20 -3,06186
(1)Concent. -,612372 12*3 -1,83712
1by2 0, (3)Tempo -,612372
p=,05 p=,05
Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto) Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
E. faecales
1by3 2,12132
1*2*3 -1,41421
(1)Concent. , 7071068
(2)EtOH/H20 -,707107
2by3 -,707107
1by2 0,
(3)Tempo 0,
p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
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5.4. Atividade antimicrobiana frente a isolados clinicos

Os extratos foram testados frente a cinco cepas de isolados clinicos de Staphylococcus
aureus provenientes da biblioteca de microrganismos do Departamento de Antibiéticos da
UFPE, e os resultados obtidos est&o descritos nas tabelas 14 e 15.

N&o houve diferenca significativa na inibicdo dos microrganismos pelos extratos de
folhas e cascas, no geral, observou-se halos de inibicdo na faixa dos 12-15 mm, sendo todos
considerados ativos.

Os resultados corroboram com os testes de Santos e colaboradores (2011), onde os
extratos etandlicos de bom-nome e a fracdo acetato de etila mostraram-se ativos frente a cepas
de S. aureus isolados de paciente com infeccGes nosocomiais. Neste estudo, também observou-
se que os extratos de Maytenus rigida apresentam apenas acdo frente a bactérias Gram-
positivas.

No que concerne a relagdo entre a atividade e os compostos analisados, ndo houve
correlagdo positiva entre os metabolitos analisados e a atividade frente as cepas de isolados
clinicos de S. aureus, sugerindo, como dito anteriormente, que a acdo antimicrobiana pode estar
relacionada ao sinergismo entre 0s compostos e ndo a um grupo de metabdlitos especifico.

Diante destes resultados, Maytenus rigida torna-se uma espécie promissora para
desenvolvimento de antimicrobianos, pois 0s extratos brutos apresentaram acdo frente a
microrganismos resistentes aos medicamentos utilizados como padréo, destacando a acéo frente
as cepas 728 e 732, onde nao foi possivel a inibicdo do crescimento nem com Eritromicina, que
é um macrolideo utilizado para infeccdes por cocos Gram-positivos (BRUNTON, 2010); nem
com Oxacilina, farmaco da classe das penicilinas, utilizado para infeccdes causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (BRUNTON, 2010a).
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Tabela 14 - Atividade antimicrobiana (halos de inibicdo em mm + desvio padrdo) dos extratos hidroalcoolicos de
folhas de bom-nome frente a isolados clinicos de S. aureus.

Condigdes Microrganismos
S.aureus S. aureus S.aureus  S. aureus
Secregdo  Pontade S aureus Ferida  Fragmento
Ensaios Conc. ELOH/ Tempo deUlcera  cateter Orofaringe operatoria 0sseo
H.0 (UFPEDA
(UFPEDA (UFPEDA 728) (UFPEDA (UFPEDA
700) 725) 731) 732)
1 -1 -1 -1 12,7+0,6 13,3+0,6 11,7+1,2 133+15 12,0+0,0
2 1 -1 -1 12,3+0,6 14,0+0,0 13,3+0,6 12,3+0,6 12,6 +0,6
3 -1 1 -1 12,0+0,0 12,3+0,6 12,0+0,0 13,0+1,0 12,3+1,5
4 1 1 -1 12,7+0,6 13,0+1,0 12,7+0,6 12,7+0,6 12,3+0,6
5 -1 -1 1 12,0+0,0 13,0+1,0 12,7+0,6 13,7+0,6 13,0+1,0
6 1 -1 1 12,3+0,6 13,3+0,6 13,3+0,6 12,3+0,6 14,0+1,0
7 -1 1 1 12,3+0,6 12,6+0,6 12,3+0,6 13,3+0,6 12,6 +0,6
8 1 1 1 12,3+0,6 12,7+1,2 13,3+0,6 13,0+0,0 13,3+0,6
9* 0 0 0 12,7+0,6 14,7+0,6 13,3+0,6 15,0+ 0,0 15,0+1,0
10* 0 0 0 13,0+0,0 13,7+1,2 13,0+1,0 14,3+0,6 15,0+1,0
11* 0 0 0 12,7+0,6 13,3+0,6 12,7+1,2 13,0+1,0 14,0+£1,0
Padroes
Eritromicina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oxacilina 18,0+0,0 20,0+0,0 0,0 22,0+0,0 0,0

Legenda: ( *) = ponto central em triplicata.

Tabela 15 - Atividade antimicrobiana (halos de inibicdo em mm + desvio padrdo) dos extratos hidroalcoolicos de
cascas de bom-nome frente a isolados clinicos de S. aureus.

Condicoes Microrganismos
S.aureus S. aureus S.aureus S. aureus
~ S. aureus .
_ EtOH/ Sec'rec;ao Ponta de Orofaringe Ferld,a_ Fra,gmento
Ensaios Conc. H,0 Tempo de Ulcera cateter (UFPEDA operatoria 0sseo
(UFPEDA (UFPEDA 728) (UFPEDA (UFPEDA
700) 725) 731) 732)

1 -1 -1 -1 12,3+0,6 15,7+0,6 13,3+1,2 14,0+1,0 14,0+1,0

2 1 -1 -1 12,7+0,6 14,3+0,6 13,3+0,6 143+1,2 14,3+0,6

3 -1 1 -1 12,3+1,2 14,0+1,0 12,7+0,6 13,3+0,6 13,0£0,0

4 1 1 -1 11,7+0,6 13,3+0,6 13,3+0,6 12,3+0,6 13,7+0,6

5 -1 -1 1 12,3+0,6 13,7+0,6 13,3+0,6 13,0+1,0 14,3+0,6

6 1 -1 1 13,0+£1,0 14,0+1,0 14,7+0,6 15,3+0,6 13,7+0,6

7 -1 1 1 12,0+1,0 13,3+0,6 13,7+0,6 13,7+0,6 13,7+0,6

8 1 1 1 11,7+0,6 13,7+0,6 12,7+0,6 13,7+1,2 14,0£1,0

g* 0 0 0 12,7+0,6 13,7+0,6 13,3+0,6 13,0+1,0 14,0£0,0
10* 0 0 0 12,0+1,0 13,0+1,0 13,0+1,0 13,3+0,6 13,3+0,6
11* 0 0 0 12,7+0,6 14,3+0,6 13,3+1.2 12,3+0,6 13,7+1,2

Padrao
Eritromicina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oxacilina 18,0+0,0 20,0+0,0 0,0 22,0£0,0 0,0

Legenda: ( *) = ponto central em triplicata.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalno mostrou que entre os métodos extrativos analisados, a extragdo por
decoccao sob refluxo mostrou-se a mais adequada para extracdo de compostos fendlicos, apesar
de ndo mostrar diferenca significativa dos teores obtidos nos processos de remaceracdo e a
extracdo por micro-ondas.

Também foi possivel observar que os fatores analisados, tempo de extracdo, proporcéo
massa/ solvente e teor alcoolico, influenciam na extracdo dos compostos fendlicos de Maytenus
rigida, evidenciando para os extratos de folhas a influéncia do aumento do teor alcdolico que
favoreceu a retirada dos flavonoides e cumarinas. Em relacéo aos extratos obtidos das cascas,
a interacdo entre teor alcdolico e a propor¢do massa/ solvente foi a mais relevante para a
extragdo de flavonoides.

No que diz respeito a atividade analisada, as condigdes extrativas interferiram apenas
na acdo frente a M. luteus, quanto aos demais microrganismos, ndo houve diferenca
significativa entre os halos de inibi¢&o obtidos.

Diante deste contexto, levando em consideracdo que ndo houve influéncia significativa
nos teores de fenois totais e taninos e analisando os teores de flavonoides e cumarinas, as
condicdes que favoreceram niveis mais elevados de compostos fendlicos para os extratos
obtidos por folhas foram proporcdo 1/5, teor alcoolico 92,8% e tempo de 45 minutos. Nos
extratos obtidos por cascas, as condi¢des extrativas mais favoraveis foram proporc¢édo 1/5, teor
alcoolico 92,8% e tempo de 15 minutos.

Dentro dos niveis e variaveis analisadas, os teores de fendis totais e taninos, tanto nas
cascas quanto nas folhas, ndo sofreram interferéncia, mostrando que independente do método
extrativo utilizado ou das condi¢cfes de extracdo, estes metabdlitos conseguem ser obtidos em
quantidade significativa. O mesmo pode ser observado em relacdo a atividade antimicrobiana
frente a S. aureus e E. faecales. Vale salientar que isso é aplicavel a Maytenus rigida, outras
amostras vegetais podem reagir de maneira diferente.

Os resultados encontrados na atividade antimicrobiana, principalmente nos testes com
cepas de isolados clinicos, demostraram que os extratos de bom-nome apresentam potencial
para fornecer substancias com atividade antimicrobiana, exercendo acdo frente a bactérias

Gram-positivas.
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