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Um dia você aprende que... 

 

Depois de algum tempo você aprende que o sol queima se ficar exposto por muito tempo. 

E aprende que não importa o quanto você se importe, algumas pessoas simplesmente não 

se importam.... E aceita que não importa quão boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez 

em quando e você precisa perdoá-la, por isso. 

 

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distâncias. E o 

que importa não é o que você tem na vida, mas quem você tem na vida. E que bons amigos 

são a família que nos permitiram escolher. 

 

Aprende que, ou você controla os seus atos ou eles o controlarão, e que ser flexível não 

significa ser fraco ou não ter personalidade, pois não importa quão delicada e frágil seja 

uma situação, sempre existem os dois lados. 

 

Aprende que não importa em quantos pedaços o seu coração foi partido, o mundo não pára 

para que você o conserte. 

 

Aprende que o tempo não é algo que possa voltar atrás. Portanto, plante seu jardim e 

decore a sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe traga flores. E você aprende que 

realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe. E que 

realmente a vida tem valor e que você tem valor diante da vida! 

 

 

 

William Shakespeare  
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Contribuição para o estudo químico e biológico de plantas alimentícias e 

medicinais brasileiras de uso na cicatrização e infecções da pele.  

 

Gracilene Schmourlo 

 

Orientador: Sônia Soares Costa 

 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Química de Produtos Naturais, Núcleo de Pesquisa de Produtos Naturais, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos 

necessários à obtenção do título de Doutor em Ciências.   

 

 

Uma variedade grande de plantas nativas ou exóticas é utilizada pela 

população brasileira no tratamento de doenças causadas por fungos, bactérias 

e que auxiliam na cicatrização de feridas da pele. Existem poucos trabalhos 

publicados na literatura que façam uma abordagem mais aprofundada sobre 

essas plantas. O objetivo deste trabalho é colaborar com o conhecimento 

químico e biológico de plantas que atuam na cura de doenças da pele, dando 

maior ênfase à espécie Bixa orellana L (urucum). 

Os extratos aquosos totais de 19 espécies de plantas foram submetidos à 

precipitação por etanol, obtendo-se precipitado (macromoléculas) e 

sobrenadante (micromoléculas), o que permitiu verificar a importância da 

interação entre macro e micromoléculas na bioatividade de extratos de 
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plantas. Esses extratos aquosos e frações foram avaliados contra três fungos 

(Candida albicans, Trichophyton rubrum and Cryptococcus neoformans) e 

quatro bactérias (Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA, 

Staphylococcus aureus sensível a meticilina – MSSA, Streptococcus mutans e 

Lactobacillus casei). As espécies Momordica charantia L. (melão-de-São-

Caetano), Schinus molle L. (aroeira) e Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) 

apresentaram atividade antimicrobiana apenas no extrato aquoso. Anacardium 

occidentale L. (cajueiro), Solanum sp., Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott. 

(taioba), Kalanchoe brasiliensis Camb. (coirama) e Malpighia glabra L. 

(acerola) mostraram atividade antimicrobiana apenas no sobrenadante. 

Rosmarinus officinalis L. (alecrim), B. orellana e Crotalaria pallida Aiton 

(chocalho-de-cascavel) mostraram atividade antimicrobiana tanto para os 

extratos aquosos totais quanto para os sobrenadantes. 

Os estudos da atividade antimicrobiana também permitiram verificar que 

as espécies R.  officinalis e B. orellana apresentam atividade contra MRSA. O 

melhor resultado foi para o extrato aquoso de R.  officinalis (6 µg/ml).  

A análise do conteúdo flavanoídico (fenólicos) foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência – arranjo de fotodiodo (CLAE – AFD) 

para as espécies que apresentaram atividade antifúngica e antibacteriana. A. 

occidentale e K. brasiliensis e B. orellana apresentaram uma grande riqueza 

em flavonóides. R. officinalis, S. molle, Solanum sp. e C. pallida mostraram 
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um conteúdo médio em flavonóides. X. sagittifolium, M. glabra e S. 

terebinthifolius apresentaram um conteúdo baixo ou ausente em flavonóides. 

O estudo fitoquímico da espécie B. orellana forneceu dois flavonóides 

O-glicosilados: a hipolaetina 8-O-β-glucuronídeo e a quercetina 3-O-β-

xilopiranosídeo. É a primeira vez que esses dois flavonóides foram isolados 

de B. orellana. 

O estudo da atividade antioxidante pelo método do DPPH (radical 1,1-

difenil-2-picril-hidrazila) revelou melhor resultado para a espécie S. 

terebinthifolius (extrato aquoso). Das frações, o melhor resultado foi para a 

partição em acetato de etila de B. orellana.  

 

Palavras-chave: Extratos de plantas medicinais e alimentícias brasileiras, Bixa 

orellana L. (Bixaceae), bioautografia, precipitação por etanol, atividade 

antifúngica, atividade antibacteriana, atividade antioxidante, MRSA, CLAE-

AFD, DPPH, flavonóides, teses. 
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ABSTRACT 

Contribuição para o estudo químico e biológico de plantas alimentícias e 

medicinais brasileiras de uso na cicatrização e infecções da pele.  
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Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 
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Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos 

necessários à obtenção do título de Doutor em Ciências.   

 

 

Many native or exotics plants are used by the Brazilian population to 

treat skin diseases related to fungi, bacteria and wounds. In published data 

there are few reports addressing this subject more deeply. This work is aiming 

to contribute in the chemical and biological knowledge of plants that heal skin 

diseases, with a special attention to the specie Bixa orellana L. (annatto). 

The aqueous extracts of 19 plants were submitted to ethanol 

precipitation, generating the precipitate (macromolecules) and supernatant 

(micromolecules). The results showed the importance of interaction between 

micro and macromolecules in the bioactivity of plant extracts. The total 

aqueous extracts and fractions were used to assess the activity against three 
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fungi (Candida albicans, Trichophyton rubrum, Cryptococcus neoformans) 

and four bacteria (methicilin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA, 

methicilin-susceptible Staphylococcus aureus – MSSA, Streptococcus 

mutans, Lactobacillus casei). The species Momordica charantia L., Schinus 

molle L. and Schinus terebinthifolius Raddi revealed antimicrobial activity 

only for the aqueous extract. Anacardium occidentale L., Solanum sp., 

Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott., Kalanchoe brasiliensis Camb. and 

Malpighia glabra L. showed antimicrobial activity only for the supernatant. 

Rosmarinus officinalis L., B. orellana e Crotalaria pallida Aiton presented 

antimicrobial activity for aqueous extract and supernatant. 

The studies of antimicrobial activity also allowed the identification of the 

species Rosmarinus officinalis L. and Bixa orellana as active plants against 

MRSA. The best result was for Rosmarinus officinalis (6 µg/ml). 

The analysis of the flavonoidic (phenolics) content was performed by 

high-performance liquid chromatography – photodiode array (HPLC-PDA) 

for the species that presented antimicrobial activity. A. occidentale and K. 

brasiliensis revealed abundance in flavonoids. R. officinalis, S. molle, 

Solanum sp. and C. pallida were mildly rich in flavonoids. X. sagittifolium, 

M. glabra and S. terebinthifolius had low or total absence in flavonoids. 

The phytochemical study B. orellana provided two O-glycosilated 

flavonoids: hypolaetin 8-O-β-glucuronide and quercetin 3-O-β-
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xylopyranoside. It is the first time that both flavonoids have been isolated 

from this plant species.  

The study of the antioxidant activity by the DPPH (radical 1,1-diphenil-

2-picril-hydrazil) method showed best results for the specie S. terebinthifolius 

(aqueous extract). In relation to the fractions the best results detected were for 

the ethyl acetate partition of B.  orellana. 

 

Key-words: Extracts of Brazilian medicinal and food plants, Bixa orellana L. 

(Bixaceae), bioauthography, ethanol precipitation, antifungal activity, 

antibacterial activity, antioxidant activity, MRSA, HPLC-DAD, DPPH, 

flavonoids, thesis. 
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INTRODUÇÃO 
 
 

A busca de poder curativo nas plantas é uma idéia antiga. As pessoas 

em todos os continentes desde a pré-história usam cataplasmas e chás de 

inúmeras plantas (Cowan, 1999). A medicina tradicional não só serve de base 

medicamentosa para as populações, mas também tem contribuído para a 

descoberta de novos produtos naturais bioativos importantes para a indústria 

farmacêutica (Barreiro e Fraga, 2002; Buenz et al., 2005). Diferentes classes 

químicas de produtos naturais originaram diversos fármacos, de distintas 

categorias farmacêuticas, como: alcalóides (quinina, morfina, atropina, 

efedrina, pilocarpina, vincristina e vimblastina, artemisinina, taxol e muitos 

outros), terpenos (zoapatanol, ésteres de forbol, forscolina, ginkgolídeos), 

derivados fenólicos (gossipol, hipericina, hiperforina), flavonóides (rutina), 

etc. (Barreiro e Fraga, 2002).  

Uma variedade grande de plantas nativas ou exóticas é utilizada pela 

população brasileira no tratamento de doenças causadas por fungos, bactérias 

e que auxiliam na cicatrização de feridas da pele. Existem poucos trabalhos 

publicados na literatura que façam uma abordagem mais aprofundada sobre 

essas plantas. Neste trabalho serão analisadas química e biologicamente 

espécies de plantas que atuam na cura de doenças da pele, dando maior ênfase 

à espécie Bixa orellana L (urucum). 
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Breve descrição sobre a pele 

 

A pele é um órgão dotado de capacidade de auto-reparação que 

assegura as relações entre o meio interno e externo. A sua anatomia e 

fisiologia são adaptadas às relações e sobrevivência do organismo. Ela 

constitui uma barreira mecânica e imunitária ativa, sendo composta de 

epiderme, derme e hipoderme. A epiderme, onde entre outras células estão os 

queratinócitos, está envolvida na produção de queratina, na defesa contra 

substâncias estranhas e formação de pigmento. A derme compreende a 

camada capilar, nervos e vasos sanguíneos e tem função de nutrir a epiderme. 

Já a hipoderme é o local de depósito para gordura e água (Figura 1) (Rook et 

al., 1998). 
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Figura 1: Camadas da pele (Bear et al., 2002). 

 

A epiderme é morfologicamente dividida em quatro camadas 

diferentes: estrato basal ou germinativo, mais profundo, é constituído de uma 

camada de células basais capazes de sofrer divisão mitótica; estrato espinhoso 

encontra-se logo acima da camada basal e é constituído de queratinócitos 

conectados por desmossomas; estrato granuloso, superpõe-se ao estrato 

espinhoso, é formado de duas a cinco camadas de células achatadas ricas em 

grânulos intracelulares de queratoialina; e, finalmente, o estrato córneo que é 

a camada mais externa da pele, onde as células perderam o núcleo e organelas 

citoplasmáticas (Jacob et al., 1990; Rook et al, 1998). 

A flora microbiana cutânea é constituída por Staphylococcus albus, 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Micrococcus aureus, 
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Corynebacterium acnes, Escherichia coli, Enterobacter, Pitirosporum ovale, 

Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, Trichophyton 

rubrum e Microsporum canis. Alguns desses microrganismos podem se tornar 

patogênicos dependendo das condições sócio-econômicas, climáticas, idade, 

imunidade em que se encontra o hospedeiro. A maioria das bactérias da pele 

reside na superfície do estrato córneo e na parte superior dos folículos pilosos. 

Algumas, entretanto, residem mais profundamente. Essas têm a função de 

recolonizar a pele quando as bactérias mais superficiais são removidas. Esses 

microrganismos se distribuem por toda a extensão da pele, sendo mais 

concentrados, entretanto, nas áreas mais úmidas e quentes como axilar e 

períneo. A microbiota da pele, assim como a das mucosas, protege o 

hospedeiro da invasão por patógenos. Os mecanismos envolvidos são 

desconhecidos, mas incluem saturação dos sítios de ligação, competição por 

nutrientes, produção de bacteriocinas e outros inibidores químicos (Rook et 

al, 1998; Trabulsi et al, 2002). 
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Lesões da pele e cicatrização 

 

Vários são os traumas que pode sofrer a pele. O mais óbvio é a ferida 

por incisão com pouco ou quase nada de tecido perdido. Em seguida, vem o 

ferimento com grande quantidade de tecido lesionado ou perdido sem 

interferir no fornecimento de sangue para a pele. E por último, ferimentos, 

como no caso de queimaduras graves, onde há danos para atividade funcional 

da pele, dificultando a proliferação de células e, conseqüentemente, o 

processo de cicatrização (Shakespeare, 2001). Em qualquer ferida pode 

ocorrer infecção. Muitos fatores como idade e estado geral da saúde podem 

aumentar a probabilidade de infecção, fatores determinantes na morbidade 

associada com feridas abertas. Uma ferida infectada não somente cura mais 

lentamente, mas também apresenta o risco de infecção sistêmica, que pode 

culminar com morte (Ward e Saffle, 1995). A pele também pode sofrer 

agressões microbianas sem necessidade de um ferimento para que isso ocorra 

como, por exemplo, acne. 

A cicatrização em pessoas adultas consiste de vários estágios, 

começando pela agregação e desgranulação de plaquetas, coagulação 

sanguínea e formação de um tampão de fibrina que preenche a ferida 

inicialmente. Em seguida, vem a fase inflamatória com o aparecimento de 

leucócitos polimorfonucleares que estimulam o aparecimento de macrófagos e 

linfócitos que eliminam os microrganismos e secretam uma variedade de 
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fatores de crescimento e citocinas que modulam outras respostas para o 

processo de cicatrização. Essas células do sistema imunológico invadem o 

espaço da ferida preenchido por fibrina e, juntos com fibroblastos e vasos 

sanguíneos adjacentes começam a depositar uma matriz temporária de 

proteoglicanos, glicosaminoglicanos e tecido rico em fibrinoectina que serve 

como substrato para as células de migração e proliferação (Rook et al., 1998). 

O uso de agentes anti-sépticos para auxiliar no processo de cicatrização 

é delicado. Apesar de reduzirem o crescimento de microrganismos, eles 

podem aumentar a intensidade e duração da inflamação, sendo tóxicos aos 

queratinócitos e fibroblastos retardando, assim, a epitelização. São exemplos, 

solução de iodo, que irrita o tecido, mancha a pele e provoca sensibilização, e 

peróxido de hidrogênio, que é um bactericida pouco eficaz, tóxico para os 

fibroblastos e prejudica a microcirculação (Ward e Saffle, 1995). 

Os antibióticos tópicos são comumente utilizados na acne, na acne 

rosácea e nas infecções secundárias superficiais. A eritromicina, clindamicina, 

peróxido de benzoíla, metronidazol, pomada de bacitracina com zinco e 

creme de mupirocina são exemplos de formulações farmacêuticas tópicas. Os 

antibióticos de uso tópico normalmente são conjugados como, por exemplo, o 

Nebacetin, que é uma associação de sulfato de neomicina e bacitracina usado 

em infecções bacterianas da pele e mucosas. O tratamento de infecções 

fúngicas é feito com um grande número de antifúngicos tópicos e orais. A 
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griseofulvina, os azóis tópicos e orais e as alilaminas são os agentes mais 

eficazes disponíveis. A relevância da aplicação tópica é particularmente 

aparente em feridas isquêmicas, onde os antibióticos administrados por via 

sistêmica não conseguem penetrar. Além disso, existem formulações 

farmacêuticas encontradas no comércio para auxiliar no processo de 

cicatrização que incluem uma substância de limpeza, como por exemplo, 

colagenase e fibrinolisina, e um antibiótico para evitar a contaminação da 

ferida. Alguns produtos à base de calêndula e centela também são usados para 

auxiliar no processo de cicatrização (Gilman et al., 2003; DEF, 2003). 

 

Infecções bacterianas e fúngicas da pele 

 

A entrada de agentes patogênicos, que provocam infecções na pele e 

tecidos subcutâneos, pode ocorrer de várias maneiras através de via exógena 

(cortes, feridas, picadas de insetos ou outros animais, doenças da pele, ou 

outros fatores que levem à quebra da integridade do tecido) e via endógena 

(via hematogênica ou linfática). As lesões da pele podem ser dos tipos 

superficial eritematosa e ulcerativa e nodular (Stulberg et al., 2002; Trabulsi 

et al., 2002). 

As lesões superficiais eritematosas por Staphylococcus aureus e 

Streptococcus pyogenes recebem diferentes designações, tais como foliculite, 
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furunculose, carbúnculo e impetigo, de acordo com a localização e outras 

características. A foliculite é a infecção de um folículo piloso, que surge em 

decorrência da sua obstrução. O furúnculo é a infecção de folículo piloso ou 

glândulas sebáceas obstruídas, com envolvimento de tecido celular 

subcutâneo. Quando o furúnculo apresenta vários sítios de drenagem chama-

se carbúnculo estafilocócico. O hordéolo ou terçol é uma infecção de uma 

glândula sebácea marginal das pálpebras. Outras infecções importantes são a 

erisipela provocada por Streptococcus pyogenes; o impetigo por 

Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus; paroníquia por 

Staphylococcus aureus; erisipelóide por Erysipelotrix insidiosa e eritrasma 

por Corynebacterium minutissimum (Stulberg et al., 2002; Trabulsi et al., 

2002). 

As infecções ulcerativas ou nodulares que aparecem na pele são 

principalmente difteria cutânea, antraces, tularemia e hanseníase, cujos 

agentes etiológicos são: Corynebacterium diphtheriae, Bacillus anthracis, 

Francisella tularensis e Mycobacterium leprae, respectivamente (Stulberg et 

al., 2002; Trabulsi et al., 2002). 

Os agentes mais comuns de infecção de lesões por queimaduras são 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus sp. 

hemolíticos (Stulberg et al., 2002; Trabulsi et al., 2002). 
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Os principais patógenos causadores de infecções através de incisões 

cirúrgicas são Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Escherichia coli, Klebsiella sp.,  Enterobacter sp., Pseudomonas sp., 

Enterococcus sp., Bacteriodes sp., Clostridium sp. e outras bactérias 

anaeróbias. As fontes de infecções normalmente são os próprios sítios 

colonizados do paciente, como cavidade oral, pele, trato genital feminino, 

trato digestivo. O corpo médico e de enfermagem pode ser também uma fonte 

de infecção, assim como os microrganismos presentes no ambiente hospitalar. 

Outros fatores como a diabete, a insuficiência vascular e a imunidade 

deprimida contribuem para a patogênese da infecção do corte cirúrgico 

(Stulberg et al., 2002; Trabulsi et al., 2002). 

Os estreptococos viridans constituem um grupo de microrganismos 

(Streptococcus mutans, S. salivarius, S. sanguis, S. mitis e S. anginosus) 

também associados a infecções de feridas da pele (Stulberg et al., 2002; 

Trabulsi et al., 2002). 

As infecções fúngicas formam um conjunto de enfermidades que 

atualmente desafiam os avanços da medicina. Podemos dividir as infecções 

fúngicas em cinco grupos: as infecções superficiais, cutâneas, subcutâneas, 

sistêmicas e, finalmente, as oportunistas (Pfaller, 1996). 

As infecções superficiais compreendem o grupo de infecções que 

afetam a camada mais externa de nossa pele e fâneros cutâneos, sendo 
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divididas naquelas que atingem a pele (tinea nigra e ptiríase versicolor) e as 

que atingem os fios de cabelo (Piedra branca e negra). Essas infecções 

geralmente são limitadas atingindo apenas a camada córnea da pele, não 

apresentando resposta imune. Etiologicamente os fungos Malassezia furfur, 

Exophiala werneckii, Piedra hortae e Trichosporon beigelli causam as 

respectivas síndromes: pitiríase versicolor, tinea nigra, piedra branca e piedra 

negra. Geralmente esse tipo de infecção apresenta um excelente prognóstico, 

sendo o principal problema, o estético (Aly et al., 1996). 

As infecções cutâneas estão quase sempre restritas às camadas 

queratinizadas da pele e dos fâneros cutâneos; os fungos responsáveis por 

essas infecções possuem queratinases, enzimas capazes de degradar a 

queratina, a geração de resposta imune, nesses casos, pode ocorrer. 

Etiologicamente os fungos causadores destas enfermidades são conhecidos 

como dermatófitos sendo divididos em três gêneros: Microsporum, 

Trichophyton e Epidermophyton. Essas infecções são mais severas quando 

comparadas às infecções superficiais, e se não tratadas de maneira correta 

(tratamento longo e trabalhoso, com assepsia local e diária), podem evoluir de 

forma grave (Weitzman et al., 1995). 

As infecções subcutâneas compreendem um grupo de infecções onde o 

fungo atinge as camadas mais inferiores da derme através de um trauma e 

conseqüente ruptura da derme. Geralmente ocorre o aparecimento de lesões 
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subseqüentes ao sítio de trauma. Etiologicamente qualquer fungo seria capaz 

de causar esse tipo de infecção, mas aqueles que predominam no solo 

aparecem em isolados clínicos mais freqüentemente. Algumas síndromes 

clínicas são conhecidas atualmente na medicina: esporotricose linfocutânea, 

com a formação de nódulos ulcerativos e a disseminação através do sistema 

linfático que drena a lesão, podendo atingir o pulmão e causar doença 

sistêmica, caso não tratada prontamente; a cromoblastomicose, caracterizada 

pela formação de verrugas no sítio primário de infecção, a feo-hifomicose, 

com a formação de cistos e os micetomas, com a inflamação generalizada da 

derme e tecidos subjacentes (Fothergill, 1996).  

Alem disso, fungos que normalmente estão englobados no grupo que 

afetam as mucosas ou vias sistêmicas como a Candida sp. também podem 

infectar a pele (Sebghati et al., 2000). 
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Breve descrição sobre os principais antibacterianos 

 

A maioria dos antibióticos utilizados na clínica é produzida por 

bactérias do gênero Streptomyces e alguns por fungos dos gêneros Penicillium 

e Cephalosporium (Tabela 1). 

     Tabela 1. Origem dos principais antibióticos (Trabulsi et al., 2002). 

Microrganismos produtores Antibióticos 

Penicillium Penicilinas 

Cephalosporium Cefalosporinas 

Streptomyces Estreptomicina, neomicina, 
canamicina, tobramicina, 
cloranfenicol, eritromicina, 
rifampicina, vancomicina, 
tienamicina 

Micromonospora Gentamicina, sisomicina 

Bacillus Polimixinas, bacitracina 

Chromobacterium Aztreonam 

 

A estrutura química dos e antibacterianos é bastante variada pelo fato 

de serem compostos orgânicos cíclicos. Os principais grupos são: 

betalactâmicos, aminoglicosídeos, tetraciclinas, rifamicinas, macrolídeos, 

glicopeptídeos, lincosamidas, quinolônicos, sulfonamidas entre outras (Tabela 

2 e Figura 2) (Coates et al., 2002; Trabulsi, 2002).  
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Tabela 2. Principais classes de antibacterianos (Coates et al., 2002). 

Classes Exemplos 
β-lactâmicos  
Penicilinas Penicilina G, penicilina V, meticilina, oxacilina, cloxacilina, 

dicloxacilina, nafcilina, ampicilina, amoxilina, carbenicilina, 
ticarcilina, mezlocilina, piperacilina, azlocilina, temocilina 

Cefalosporinas  
Primeira geração Cepalotina, cefapirina, cefradina, cefaloridina, cefazolina 
Segunda geração Cefamandol, cefuroxima, cefalexina, cefprozila, cefaclor, 

loracarbef, cefoxitina, cefmetazol  
Terceira geração Cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxoma, cefoperazona, 

ceftazidima, cefixima, cefpodoxima, ceftibuteno,cefdinir 
Quarta geração  Cefpiroma, cefepima 
Carbapenems Imipenem, meropenem 
Monobactams Astreonam 
Inibidores de 
 β-lactamase  

Clavulanato, sulbactam, tazobactam 

Aminoglicosídeos  Estreptomicina, neomicina, canamicina, paromicina, 
gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina, 
espectinomicina, sisomicina, dibecalina, isepamicina 

Tetraciclinas Tetraciclina, clortetraciclina, demeclociclina, minociclina, 
oxitetraciclina, metaciclina, doxiciclina 

Rifamicinas Rifampicina, rifapentina, rifabutina, 
bezoxazinorifamicina, rifaximina 

Macrolídeos  Erithromicina, azitromicina, claritromicina 
Lincosamides Lincomicina, clindamicina 
Glicopeptídeos  Vancomicina, teicoplanina 
Estreptograminas  Quinupristina, dafolpristina 
Sulfonamidas Sulfanilamida, ácido para-aminobenzoico, sulfadiazina, 

sulfisoxazol, sulfamethoxazol, sulfatalidina 
Oxazolidinonas Linezolida 
Quinolonas Ácido nalidíxico, ácido oxolínico, norfloxacino, pefloxacino, 

enoxacino, ofloxacino/levofloxacino, ciprofloxacino, 
temafloxacino, lomefloxacino, fleroxacino, grepafloxacino, 
esparfloxacino, trovafloxacino,clinafloxacino, gatifloxacino, 
moxifloxacino, sitafloxacino 

Outros Metronidazol, polimixina, trimetoprim 
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Figura 2. Estruturas químicas de antibióticos (Coates et al., 2002) 

Os agentes antibacterianos visam componentes específicos da célula 

bacteriana. Os mecanismos de interações dos antibacterianos com a célula 
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bacteriana podem ocorrer no nível da parede celular (antibióticos 

betalactâmicos, fosfomicina), síntese protéica (aminoglicosídeos, 

tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, lincomicina e clindamicina, 

oxazolidinonas), síntese de ácidos nucléicos (metronidazol, derivados 

quinolônicos e rifampicinas) e inibição de enzimas (sulfonamidas, 

trimetoprim) (Figura 3) (Walsh, 2000; Coates et al., 2002; Trabulsi et al., 

2002). 
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Síntese protéica  

Inibidores 30S: 
Aminoglicosídeos  
Tetracicilinas 
 

Inibidores 50S: 
Macrolídeos 
Cloranfenicol 
Clindamicina 

Oxazolidonas 

50S 

30S 

70S  

Inibição 
enzimática  

Sulfonamidas 
Trimetoprim 

Quinolonas 

Síntese da parede celular 
Penicilinas 
Cefalosporinas 
Glicopeptídeos 
Carbapenéns 
Monobactamas 

 Rifampina 

Síntese de ácidos 
nucleicos 

 

Figura 3. Alvos antibacterianos. Existem quatro alvos antibacterianos principais: síntese da 
parede celular, síntese de ácidos nucléicos, inibição enzimática de vias metabólicas 
centrais e síntese protéica. A figura acima mostra os antibióticos que são direcionados para 
cada alvo. No caso da síntese protéica, os aminoglicosídeos e as tetraciclinas inibem a 
unidades 30 S e os macrolídeos, cloranfenicol e clindamicina inibem a 50S (Walsh, 2000; 
Coates et al., 2002). 
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Breve descrição sobre os antimicóticos atuais e futuros 

 

Em 1952 a anfotericina B (derivado poliênico) foi introduzida para o 

tratamento de infecções sistêmicas por fungos. Ela interage com ergosterol, a 

lipídio majoritário da membrana das células de fungos, através da formação 

de um complexo com a cadeia hidrofóbica dessa. No entanto, a semelhança 

do ergosterol com o colesterol explica os problemas de toxicidade que 

acontecem com a administração sistêmica da anfotericina B, principalmente 

nefrotoxicidade (Mechlinski et al., 1970; Hartsel et al., 1996; Viviani et al., 

1998).  

Na metade da década de 1970 vários derivados azólicos foram 

introduzidos na terapêutica das micoses. Isso se deu pelo fato de a biossíntese 

do ergosterol ter sido elucidada detalhadamente, permitindo a interferência 

em vários passos metabólicos. Vários derivados azólicos podem ser aplicados 

topicamente, no entanto, somente alguns derivados imidazólicos como 

miconazol e cetoconazol e triazólicos como itraconazol e fluconazol podem 

ser administrados sistemicamente devido à alta toxicidade desses produtos. Os 

derivados imidazólicos são um grupo de antifúngicos que possuem na sua 

estrutura um núcleo imidazólico (Bastert et al., 2001). As principais classes 

químicas de agentes antifúngicos podem ser visualizadas nas tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3. Antimicóticos atuais (Bastert et al., 2001) 

Classes químicas 
principais Antifúngicos Mecanismo de 

ação 
Espectro de 

ação Resistência Efeitos 
colaterais 

Derivados 
poliênicos 

Anfotericina 
B(s,l), 

nistatina (l) 

Complexa com 
o ergosterol e 

causa 
desorganização 
da membrana 

Candida sp., 
Aspergillus 

sp. 

Pneumocystis 
carinii, 

Trichosporum 
sp., Fusarium 

sp. 

Nefrotoxicidade 

Derivados 
azólicos 

(a) 
Imidazólicos 

(l,s)-
miconazol e 
cetoconazol, 

(b) 
Triazólicos(s)- 

itraconazol, 
fluconazol 

Inibe o 
citocromo 

P450 
Largo 

Pneumocystis 

carinii 

Hepatotoxicidade 
rara, 

ginecomastia, 
insuficiência da 

adrenal, 
teratogenicidade 

Alilaminas 
Naftifna (l), 
Terbinafina 

(s,l) 

Inibe a 
esqualeno 
epoxidase 

Dermatófitos, 
largo 

espectro in 
vitro 

Pneumocystis 

carinii 
Efeitos adversos 

raros 

Fluoropirimidinas Flucitosina (5-
FC) (s) 

Interferência 
com RNA 

Espectro 
limitado, 
incluindo 

Candida sp. 
em 

combinação 
com 

anfotericina 
B 

Resistência 
primária e 
secundária, 

exceto 
monoterapia 

Reduz a 
toxicidade renal 
da anfotericina B

Morfolinas Amorolfina (l) 
Inibe a –14 

redutase e  -7- 
8-isomerase 

Dermatófitos, 
Candida sp. 

Inativo 
quando 

administrado 
oralmente em 
micoses com 

perigo de 
vida 

 

Benzofuranos Griseofulvina 
(s) 

Inibe a síntese 
de guanina Dermatófitos Candida sp. Teratogenicidade

l, Terapia local; s, terapia sistêmica 
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Figura 4: Estrutura de alguns antimicóticos 

 

As interações dos antimicóticos com a célula fúngica podem ocorrer no 

nível de biossíntese da parede celular (candinas e micinas), na função do 

ácido nucléico (pentamidina), biossíntese de ácido nucléico 

(fluoropirimidinas, cotrimoxazol), mitose (griseofulvina), função da 

membrana (polienos) e biossíntese do ergosterol (alilaminas, azóis e 

morfolinas) (Bastert et al., 2001) (Figura 5).  
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Isoenzimas 

Inibidores de Sap 

Mitose 
Griseofulvina 

Função do ácido nucléico
 Pentamidina 

Biossíntese de ácido 
nucléico 

 Fluoropirimidinas 
Cotrimoxazol 

Biossíntese do ergosterol  
Alilaminas, azóis  

e morfolinas 

Função da membrana 
Polienos 

Biossíntese da parede celular  
Candinas e micinas 

 

 

Figura 5. Mecanismo de ação dos diferentes antimicóticos (Bastert et al., 2001)

Entre os novos antimicóticos estão aqueles que interferem com a 

biossíntese ou integridade da membrana fúngica como candinas e micinas. As 

candinas já estão em estágio mais avançado de avaliação de uso clínico. As 

pneumocandinas, papulocandinas e echinocandinas são ativas contra a 

maioria dos patógenos responsáveis por micoses sistêmicas. As micinas 

incluem as nikkomicinas, pramidicinas e benanomicinas (Tabela 4) (Bartizal 

et al., 1992; Vasquez et al., 1995; Wardle et al., 1996; Stevens et al., 1997; 

Walsh et al., 1997; Zaoutis et al., 2005). 
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Tabela 4. Antimicóticos futuros (Bastert et al., 2001) 

Classes 
químicas 
principais 

 
Mecanismo de 

ação 

 
Espectro de 

ação 

 
Resistência 

 

 
Efeitos colaterais 

Echinocandinas 

Inibição não 
competitiva da 
β-1,3-glucano-

sintase 

Candida sp., 
Aspergillus sp.

C. neoformans, 
Mucor sp., 

Fusarium sp. 

Baixa toxicidade, 
hemólise 

Pneumocandinas 

Inibição não 
competitiva da 
β-1,3-glucano-

sintase 

Candida sp., 
Aspergillus 

sp., P. carinii 

C. neoformans, 
C. albicans 

Baixa toxicidade, 
hemólise 

Papulocandinas 

Inibição não 
competitiva da 
β-1,3-glucano-

sintase 

Candida sp. 

  

Nikkomicinas 
Inibição da 

quitina sintase 
3 

Coccidiodes 
sp. 

Saccharomyces 
cerevisiae 

 

Pramidicinas 

Ligação as 
manoproteínas 

da parede 
celular 

Candida sp.,C. 
neoformans, 
Aspergillus 

sp., 
Zigomicetos 

Trichophyton 
mentagrophytes, 

Fusarium sp. 

Sem toxicidade 
importante para os 

órgãos, descoloração 
da urina, aumento 
das transaminases 

hepáticas 

Benanomicinas 

Ligação as 
manoproteínas 

da parede 
celular 

Candida sp., 
P. carinii, C. 

neoformans, A 
fumigatus 

  

 

Nos últimos anos as aspárticos peptidases secretadas (Sap) são 

consideradas um dos principais fatores de virulência de Candida albicans 

(Schaller et al., 1998; Schaller et al., 1999). A Sap tem papel importante na 

adesão e penetração, os passos mais importantes na patogênese. A pepstatina 

A foi capaz de reduzir a aderência de Candida em ensaios com queratinócitos 

humanos. Outros inibidores de Sap são drogas como saquinavir e indinavir 

inibidores de peptidase-HIV (Bastert et al., 2001). 
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Um exemplo de substância de origem natural é a caspofungina, amina 

semi-sintética solúvel em água, derivada da pneumocandina Bo que, por sua 

vez, é derivada da fermentação do fungo Glarea lozoyensis. A caspofungina 

interfere com a biossíntese da parede celular através da inibição de 1,3-β-D-

glucana em mecanismo semelhante o da pneumocandina e echinocandina 

(Ripeau et al., 2002). Além disso, seis novos antimicóticos foram citados: 

rilopirox, laconazol, NND-20, butafenadine, eberconazol e voriconazol. O 

rilopirox é uma substância de aplicação tópica que é eficaz contra candidíase, 

tinea versicolor e dermatite seborréica. O laconazol, um imidazol utilizado no 

Japão desde de 1994, tem potencial contra tinea e candidíase das mucosas. O 

uso de laconazol 0,5 ou 1% em feridas acelera o processo de cicatrização. O 

NND-20, um análogo estereoseletivo do laconazol, tem pontencial contra 

tinea pedis. A butenafina é eficaz contra tinea pedis, tinea corporis e tinea 

cruris. O eberconazol, derivado imidazólico, é eficiente contra tinea. O 

voriconazol, derivado do fluconazol, é usado no tratamento de candidíase 

orofaríngeanas e aspergiloses em pacientes imunodeprimidos (Bastert et al., 

2001; Rubin et al., 2002).  
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Resistência microbiana as drogas 

  

As bactérias podem ser classificadas como sensíveis, parcialmente 

resistentes ou resistentes aos agentes antimicrobianos. A capacidade de 

adquirir resistência, bem como o grau de resistência adquirida, é propriedade 

bastante variável em bactérias (Tabela 5). Algumas raramente adquirem 

resistência e outras adquirem com grande freqüência a resistência, podendo 

ser moderada ou intensa (Walsh, 2000; Trabulsi et al., 2002).  

 

Tabela 5. Resistência bacteriana (Trabulsi et al., 2002) 
 
Capacidade de adquirir resistência pelas principais bactérias patogênicas 

Bactérias Grau de capacidade 

Staphylococcus +++ 

Streptococcus pyogenes ±a

Streptococcus pneumoniae ±a

Neisseria gonorrheae ++ 

Neisseria meningitidis ± 

Enterobactérias ++++b

Pseudomonas +++ 

Haemophillus influenzae ++ 

Anaeróbias ±c

Micobactérias  ++ 

Espiroquetídeos ± 

a- Adquirem resistência com alta facilidade para certos antibióticos, mas não para 

as penicilinas; b- a Salmonella typhi raramente se torna resistente; c- o 

Bacterioides fragillis adquire resistência com facilidade; ±  a  ++++, graus de 

capacidade. 
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As doenças infecciosas são responsáveis por causar a morte prematura 

de mais de 50.000 pessoas por dia em todo mundo. Atualmente, a resistência 

a antibióticos por patógenos humanos como bactérias e fungos têm sido 

comumente relatadas. A resistência a drogas por bactérias e fungos torna 

ainda mais complicado o tratamento de pacientes imunocomprometidos e 

debilitados, especialmente aqueles acometidos com o HIV, transplantados e 

com câncer (Asres et al., 2001). Tem sido constatada resistência em pacientes 

infectados com HIV, tratados com fluconazol, em infecções por Candida 

albicans. Em alguns casos, resistência ao fluconazol confere resistência 

cruzada com outros azoles, ou ainda, a transferência de patogenicidade de C. 

albicans para C. glabrata e C. kruzei (Sanglard et al., 1995; Albertson, 1996; 

Bastert, 2001). Um outro patógeno relevante quando o assunto é resistência é 

o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) envolvido em 

infecções nosocomiais em estabelecimentos de saúde incluindo hospitais e 

casas de convalescença (Iyer e Jones, 2004). O MRSA está associado com 

tempo de internação mais prolongado, custos e taxas de mortalidade maiores 

do que o Staphylococcus aureus sensível a meticilina (MSSA) (Farr, 2004). O 

isolamento de cepas de MRSA não está mais restrito somente a pacientes com 

infecções nosocomiais ou com outros fatores de predisposição. O MRSA 

adquirido dentro de comunidades está aumentando em crianças e adultos 

(Herold et al., 1998; Iyer e Jones, 2004; Sharma et al., 2005). 
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Nenhuma classe de novos antibióticos foi produzida em 37 anos entre a 

introdução do ácido nalidíxico em 1962 e a linezolida em 2000. Todas as 

substâncias antibacterianas que entraram no mercado durante essa época 

foram modificações de moléculas existentes. Para piorar esse quadro, o 

número de cientistas envolvidos em pesquisa básica foi reduzido. Atualmente, 

todos os países têm bactérias resistentes aos antibióticos. Em algumas regiões, 

a causa de 25% de pneumonia adquirida em comunidades, está relacionada 

com S. pneumoniae, resistente à penicilina, e mais de 70% das bactérias que 

provocam infecções hospitalares nos Estados Unidos resistem a pelo menos 

uma das principais substâncias usadas na terapêutica contra infecções 

bacterianas. Até para o antibiótico vancomicina - a droga de escolha para o 

tratamento de S. aureus resistente a múltiplas drogas - já foram relatados 

casos de resistência (Silver e Bostian, 1993; Coates et al., 2002; Sharma et al., 

2005). 

Para sua sobrevivência as bactérias têm desenvolvido uma grande gama 

de mecanismos de resistência. Os fatores que determinam o desenvolvimento 

de resistência são complexos e interdependentes, e incluem mecanismos de 

ação, caso o antibiótico seja dependente do tempo ou da concentração para 

matar a bactéria, ou ainda, da potência do antibiótico contra uma população 

de bactérias e magnitude e duração da concentração sérica disponível. Foi 

proposto que os antibióticos como rifampicina, que tem como alvo uma única 

enzima, são mais propensos ao desenvolvimento de resistência, enquanto 
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substâncias como a penicilina que inativam vários alvos irreversivelmente, 

geram resistência mais lentamente. As bactérias encontraram antibióticos 

naturais, como β-lactâmicos e macrolídeos, no meio ambiente, portanto a 

resistência em relação aos produtos naturais evolui e é disseminada por 

transferência horizontal. Dessa forma, acreditou-se que resistência a 

antibióticos sintéticos apareceria lentamente, infelizmente a resistência a esses 

agentes sintéticos tem surgido rapidamente. O uso extenso de antibióticos na 

população humana, pelo menos para algumas espécies de micróbios, provoca 

o aparecimento de resistência (Coates et al., 2002; Sharma et al., 2005). 

Os principais mecanismos de resistência bacteriana são inativação da 

droga, modificação do sítio de ação (enzima, ribosoma, precursores da parede 

celular), modificação da permeabilidade da parede celular, superprodução de 

enzimas alvo e desvio de etapas (Figura 6) (Coates et al., 2002). 
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Por exemplo, 
 inibidores de β-lactamase 

Saída  
aumentada 

Entrada diminuída

Superprodução do alvo

Desvio de etapas

d Inativação ou modificação enzimática 

Sítio alvo alterado 

Difusão clonal 

Transferência 

Figura 6. Mecanismo de resistência genética aos agentes antimicrobianos. As bactérias têm 
desenvolvido, ou desenvolverão, resistência genética a todos os antibióticos encontrados 
no comércio. Os cinco principais mecanismos que as bactérias utilizam para resistir aos 
antibióticos são mostrados nessa figura. a O sítio de ação (enzima, ribossomo ou 
precursores da parede celular) pode ser alterado. b As etapas inibidas podem ser desviadas. 
c As bactérias podem reduzir a concentração intracelular de antibióticos, seja reduzindo a 
permeabilidade da membrana, como é o caso da Pseudomonas aeruginosa, ou aumentando 
o efluxo. d Elas podem inativar a droga. Por exemplo, algumas bactéria produzem β-
lactamase, que destroem o anel β-lactâmico das penicilinas. e A enzima alvo pode ser 
superproduzida pela bactéria (Coates et al., 2002).  

 
 

 

28



 
 

No presente cenário de surgimento de patógenos multi-resistentes às 

drogas utilizadas, surge a imediata necessidade da descoberta de novas 

substâncias antimicrobianas de outras fontes, incluindo as plantas. Pois, as 

substâncias antimicrobianas presentes em plantas talvez inibam os 

microrganismos por mecanismos diferentes dos antibióticos usados 

correntemente e podem ter valor clínico no tratamento de cepas resistentes 

(Elof, 1998; Lee et al., 1998). 

 

Plantas e suas propriedades antimicrobianas 

 

Estima-se que exista entre 250000 a 500000 espécies de plantas na 

terra. Apenas um pequeno percentual (1 a 10%) é usado como alimento pelos 

humanos e animais. A história do desenvolvimento e uso de substâncias 

antimicrobianas na prática médica antecedeu a descoberta das espécies 

microbianas, uma vez que Hipócrates (460 – 337 a.C.) mencionou 300 a 400 

plantas medicinais e recomendava a lavagem de ferimentos com vinho para 

impedir o processo infeccioso. Encontram-se também documentados, dados 

de 2.500 a 3.000 anos atrás, que alguns povos como chineses e indianos, e/ou 

ainda povos mais primitivos, utilizavam mofo, pão mofado, papa de soja e 

outros produtos correlatos para o tratamento de lesões infectadas e processos 

inflamatórios. No primeiro século d.C., Dioscorides escreveu De Materia 

Medica, um catálogo de plantas medicinais que se tornou o protótipo para as 
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farmacopéias modernas, oferecendo a descrição de aproximadamente 30 

plantas medicinais. Durante a Idade Média, os relatos pontuam o uso do 

cloreto de mercúrio para o tratamento de infecções. Posteriormente, os 

estudos e descobertas das etiologias microbianas das infecções por Louis 

Pasteur e Robert Koch, as investigações e o uso de substâncias com atividade 

antimicrobiana, foram conduzidas de forma mais científica (Cowan, 1999; 

Lima, 2001). 

Embora a presença de substâncias antimicrobianas nos vegetais 

superiores não seja um fato recente, a busca das mesmas teve grande impulso 

após a descoberta da penicilina. As plantas apresentam várias vias 

metabólicas secundárias que dão origem a substâncias, incluindo alcalóides, 

flavonóides, isoflavonóides, taninos, cumarinas, carboidratos, terpenos, 

poliacetilenos, óleos que, por vezes, são específicos a determinadas famílias, 

gêneros ou espécies, e cujas funções, até pouco tempo, eram desconhecidas 

(Tabela 6, Figura 7) (Simões et al., 1999; Cowan, 1999; Lima, 2001). 
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Tabela 6. Principais classes de substâncias antimicrobianas isoladas de plantas (Cowan, 
1999) 
 

Classe de 
Substância 

Subclasse Exemplo(s) Atividade Mecanismo 

Catecol Antimicrobiano 
em geral 

Privação de substrato Fenóis 
Simples 

Epicatequina - Rompe a membrana 
Ácido cinâmico - - 

Ácido gálico S. aureus - 
Ácidos 

fenólicos 
Ácido caféico Vírus, bactérias e 

fungos 
- 

Quinonas Hipericina 
(antraquinona, 

Hipericum 
perforatum) 

 
Antimicrobiano em 

geral 

Ligam-se as adesinas, 
complexa com a parede 
celular, inativa enzimas 

Flavonóides Crisina Contra HIV Liga-se as adesinas 
- - 

 
Complexam com a parede 

celular 
Flavonas 

Abssinona - Inativa as enzimas 
Flavonóis Totarol P. acnes, bactérias 

Gram-positivas 
- 

 
 
 

Taninos 

 
 
 

Elagitaninos 

 
 
 

Vírus, bactérias e 
fungos 

Liga-se às adesinas, inibe 
enzimas, privação de 

substrato, complexa com 
a parede celular, rompe 
da membrana, complexa 

com íons metálicos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fenólicos e 
polifenóis 

Coumarinos Warfarina - Interação com o DNA de 
moléculas eucarióticas 

Terpenóides, 
óleos 

essenciais 

- Capsaicina Bactéria Rompimento da 
membrana 

Berberina Bactérias, 
protozoários 

 
Alcalóides 

- 

Piperina Fungos, bactérias  

Intercala-se com o 
interior da membrana 

e/ou com o DNA 
Aglutimina 

específica para 
manose (MAP 

30 da 
Momordica 
charantia) 

 
 
 

Vírus 

Bloqueia a fusão viral ou 
adsorção 

Lectinas e 
polipeptídeos 

- 

Fabatina Bactérias Forma pontes de 
dissulfeto 

Poliacetilenos - 85-
Hepatodeca-2 

(2), 9(2)–
dieno-4, 6-

diino-1,8-diol 

 
 

Bactérias, fungos, 
vírus 

- 
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Figura 7. Estruturas de alguns antimicrobianos de plantas (Cowan, 1999). 
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A produção pelas plantas das substâncias anteriormente citadas pode 

dar-se em determinadas espécies vegetais quando as mesmas são agredidas 

por bactérias, fungos, parasitos, vírus ou outros agentes agressores. Nessas 

condições, as plantas rapidamente começam a sintetizar substâncias de defesa, 

como resultado da interação entre os sistemas metabólicos do hospedeiro e do 

parasito. Essas substâncias, as fitoalexinas, não existem nas plantas antes da 

infecção. Entre os metabólitos secundários que constituem as fitoalexinas 

estão os fenóis, lignanas, isoflavonóides, fenantrenóides, flavonóides, 

benzofuranos, naftoquinonas, poliacetilenos, monoterpenos e diterpenos 

(Simões et al., 1999; Cowan, 1999; Lima, 2001). 

Neste século, os trabalhos relacionados à atividade antimicrobiana de 

plantas tiveram início na década de 1940. Em 1943, Osborn pesquisando a 

atividade dos extratos de 2.300 plantas contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli verificou que as espécies vegetais de 63 gêneros continham 

substâncias que inibiam o crescimento de um ou ambos microrganismos 

(Lima, 2001). 

A partir da década de 1950 foram isolados os primeiros compostos de 

espécies vegetais, como diterpeno biflorina, oriundo das raízes de Capraria 

biflora L. (Scrophulariaceae) e a maitenina, um triterpeno isolado de espécies 

das famílias Celastraceae e Hippocrataceae. Incluem-se, entre os compostos 

importantes como antimicrobianos, a primina e a miconidina, isolados da 

Miconia (Melastomaceae), lapachol e derivados, oriundos da Tabebuia 
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avellaneda Lor ex. Griseb (Bigoniaceae), a plumbagina, das raízes de Pera 

ferruginea Muell. Arg., família Euphorbiaceae. Todos esse compostos 

produziram atividade antibacteriana e antifúngica em baixas concentrações 

sobre o crescimento dos gêneros Staphylococcus, Bacillus, Micrococcus, 

Neisseria, Streptococcus, Mycobacterium, Nicondia, Escherichia, Shigella, 

Salmonella, Pseudomonas, Cândida e Cryptococcus. Dentre eles, a biflorina 

foi usada com eficácia na terapêutica de candidíase cutânea (Cai e Wu 1996; 

Lima, 2001; Park et al., 2005). 

 

Plantas e suas propriedades antioxidantes 

 

O uso terapêutico de plantas parece ser tão antigo quanto a própria espécie 

humana. Entretanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes é 

relativamente recente, especialmente nas duas últimas décadas observou-se 

um enorme crescimento da investigação científica nesse sentido, envolvendo 

desde o efeito de extratos brutos, de frações ou de componentes isolados e/ou 

modificados (Budzianowski et al., 1991). As plantas estudadas até o 

momento, e que apresentam propriedades antioxidantes, compreendem desde 

algas, passando por briófitas, pteridófitas, gimnospermas e angiospermas, ou 

seja, todos os grandes grupos taxonômicos vegetais (Wilhelm Filho et al., 

2001). 
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 As oxidações biológicas realizadas através do oxigênio molecular 

representam a principal fonte de energia utilizada pela grande maioria de 

plantas e animais.  As reações bioquímicas geram produtos secundários 

conhecidos como espécies reativas de oxigênio (ERO), na ordem de 2 - 5 % 

dos produtos finais (H2O e CO2), tanto através da produção biológica de 

oxigênio pelo processo fotossintético, como através da utilização do oxigênio 

pela respiração celular (Halliwell, 1987; Wilhelm Filho et al., 2001). 

O estresse oxidativo ou produção excessiva de EROs está implicado em 

muitas doenças, tais como câncer,  aterosclerose e  diabetes entre outras, 

assim como no envelhecimento precoce (Finkel e Holbrook, 2000; Naik et al., 

2004). O alvo principal dos EROs na célula são os lipídeos de membrana, 

DNA e proteínas. Os EROs são metabólitos ativos que incluem radical 

hidroxila (.OH), ânion superóxido   (O2
.-) e radical peroxila (ROO.) e os seus 

precursores ativos, a saber, oxigênio singleto (1O2), hidroperóxido (H2O2) e 

ozônio (Svobodová et al., 2003).  

Das espécies acima citadas, três são radicais livres de oxigênio, 

oxirradicais ou ERO: O2
.-,.OH e ROO., o primeiro é uma ERO pouco reativa, 

atuando quimicamente como um redutor suave, enquanto os outros dois são 

oxirradicais de reatividades químicas capazes de proporcionar reações de 

iniciação. O H2O2 é uma molécula estável, com capacidade de reagir com o 

Fe+2 dos sistemas biológicos, produzindo o radical, através da reação de 

Fenton: 
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 H2O2 + Fe+2 → Fe+3 + HO- + .OH 

 

O oxigênio singlete é um estado eletrônico excitado do oxigênio 

molecular, que possui alta reatividade e capacidade oxidante. Paralelamente e 

mais recentemente, ficou evidenciada a contribuição deletéria de espécies 

reativas de nitrogênio (ERN) nos sistemas biológicos, pela ação do monóxido 

de nitrogênio ou óxido nitroso (NO), mas principalmente através de sua 

combinação com o O2
.- formando peroxinitrito (ONOO-), o qual, mesmo não 

sendo um radical, é uma forma muito reativa (Pietta, 2000). 

Várias plantas já foram estudadas como fonte potencial de 

antioxidantes naturais seguros para a industria de alimentos; várias 

substâncias tem sido isoladas, muitas delas são polifenóis. A proteção que 

frutas e legumes proporcionam contra várias doenças tem sido atribuída a 

vários antioxidantes como vitamina C, vitamina E, β-caroteno e compostos 

polifenólicos. Antioxidantes biológicos, especialmente vitamina E, foram os 

primeiros a serem estudados (Abushita et al., 1997; Aruoma, 1998; Moure et 

al., 2001). Muitos estudos mostraram que os compostos fenólicos reduzem a 

oxidação in vitro das lipoproteínas de baixa densidade (LDL), principalmente 

àqueles fenólicos que apresentam várias hidroxilas que são geralmente os 

mais eficazes na prevenção da oxidação de lipídios e LDL (Meyier et al., 

1998; Moon e Terao, 1998; Nakagawa et al., 1999; Moure et al., 2001). Os 
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flavonóides podem também prevenir a destruição de antioxidantes endógenos 

de LDL, como: tocoferóis, carotenos como o licopeno e ubiquinona, inibir a 

oxidação de LDL mediada pelas células ou enzimas envolvidas nas reações de 

inicialização (xantina-oxidase, glutiona-redutase, lipooxigenase e NDPH-

oxidase) e podem preservar a atividade da enzima associada às lipoproteínas 

de alta densidade (HDL), paraoxonase (Vaya et al., 2003). 

Os compostos fenólicos fazem parte de uma das maiores classes de 

metabólitos secundários de plantas (Rice-Evans et al., 1996; Svobodová et al., 

2003). São encontrados, essencialmente, nas suas formas glicosiladas nas 

folhas, flores e frutos e outros tecidos de plantas, aparecendo na forma de 

agliconas em madeiras enquanto nas sementes podem ser encontrados em 

duas formas. Quimicamente, podem ser definidos como substâncias que 

possuem um anel aromático contendo um ou mais grupos hidroxila, incluindo 

os seus derivados funcionais (Simões et al., 1999). A sua ocorrência em 

tecidos animais e outros que não os das plantas é explicado pela ingestão de 

produtos de origem vegetal. Os compostos fenólicos existentes nos alimentos 

são geralmente ácidos fenólicos, flavonóides, cumarinas e taninos. Muitas das 

propriedades dos produtos de origem vegetal estão associadas com a presença 

e o seu conteúdo em polifenóis. 

Em relação aos antioxidantes vegetais, os flavonóides constituem o 

grupo mais representativo, encontrado nas mais diversas formas (Rice-Evans, 

2001), tendo sido descritas mais de seis mil substâncias distintas até a 
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presente data (Harborne e Williams, 2000). Em segundo lugar vêm os 

carotenóides que apresentam uma variedade de quase mil tipos de diferentes 

descritos em plantas (Wilhelm Filho et al., 2001). Além destes dois grupos 

principais, existem representantes de outras classes químicas encontrados em 

plantas com propriedades antioxidantes já descritas na literatura, como 

terpenóides, cumarinas, saponinas, curcuminas, ácido caféico, ácidos 

hidrocinâmicos, entre outros (Rice-evans et al.,  1996, 2001).  

 

Polifenóis e via biossintética dos flavonóides  

 

Os fenilpropanóides derivados da via biossintética do ácido chiquímico 

são precursores de diversas classes de fenólicos, tais como ligninas, 

flavonóides, isoflavonóides, taninos, ácidos fenólicos, cumarinas e estilbenos. 

Uma das características intrigantes dos fenilpropanóides é a modificação 

rápida nos fluxos e nas taxas de sua síntese e metabolismo. Esse aspecto é 

confirmado pela ocorrência de fenólicos específicos em determinados tipos de 

células, em resposta a estímulos específicos (luz, patógenos e ferimentos) ou 

durante estágios de desenvolvimentos particulares. Os produtos finais da via 

biossintética do chiquimato, os aminoácidos aromáticos fenilalanina, 

triptofano e tirosina são gerados a partir dos precursores fosfo-enol-piruvato e 

eritrose-4-fosfato. Fenilalanina amonialiase (PAL), a primeira enzima da via 

biossintética dos fenilpropanóides, remove fenilalanina da via biossintética 
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dos aminoácidos para gerar ácido cinâmico e NH3 em uma desaminação não-

oxidativa (Rohde et al., 2004). 

Os flavonóides são produtos naturais importantes e nas plantas estão 

envolvidos na polinização por insetos, na proteção contra raios UV, na 

resistência contra doenças e estresse biológico (Winkel-Shirley, 2001a, b). A 

biossíntese dessas substâncias vem sendo estudada há muitos anos, 

especialmente nas flores, frutas e sementes. Em relação à cor de flores, a 

biossíntese das antocianinas foi estudada extensivamente, incluindo pesquisas 

bioquímicas e genéticas usando mutantes ou linhas cruzadas de petúnia e de 

milho (Holton e Cornish, 1995). Variedades mutantes conjugadas com 

elementos transponíveis realizadas em milho, petúnia e Arabidopsis 

facilitaram a clonagem rápida de genes responsáveis pela biossíntese de 

flavonóides (Winkel-Shirley, 2001a, b). Em Arabidopsis, todas as enzimas da 

via biossintética central dos flavonóides, exceto flavonol sintase (FLS), são 

codificadas por um único gene. 

A formação de cor em flores, frutos e outras partes de plantas se 

estabelece pela produção de enzimas envolvidas em muitos casos na 

biossíntese de flavonóides. Noda et al. (2004) conseguiram o isolamento e 

caracterização de clones de seqüências completas de cDNA dos principais 

genes responsáveis pela via biossintética de flavonóides, incluindo a chalcona 

sintase  (CHS), chalcona isomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase (F3H), 

flavonóide 3`,5`-hidroxilase (F3`5`H), diidroflavonol 4-redutase (DFR), 
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antocianidina sintase (ANS) e FLS em flores de Eustoma grandiflorum 

(Figura 8). Nessa planta, os estágios de acumulação dos flavonóis e das 

antocianinas parecem ser claramente divididos. O índice de flavonóis aumenta 

antes da acumulação de antocianinas durante o desenvolvimento floral e 

declina quando as antocianinas começam a se acumular. As enzimas CHS, o 

CHI, e F3H são necessárias para a biossíntese de flavonóis e antocianinas e 

são expressas coordenadamente durante todo o estágio de desenvolvimento 

floral. 

 

40



 
 

Ácido cafeíco 

Ácido cinâmico CHS

3 malonil CoA 
+ 

p-cumaroil 

CHI

OH

OH O

OH

HO

F3H 

O

OH OH

OH

HO

OH

OH

O

OH O

OH

HO

OH

OH

OH

Leucodelfinidina LeucocianidinaLeucopelargonidina 

O

OH

OH

HO

OH

R1

R2

O

OH

OH

HO

OH

R1

R2

+ 

O

OH

OH

HO

OH

R1

R2

2,3-cis-flavan-3-ol 
(epicatequinas) 

2,3-trans-flavan-3-ol 
(catequinas) 

Polimerização para 
taninos condensados 

ANR

LCRANS

F3´H F3`5`H

DFR DFR
DFR

PAL

O

OH O

OH

HO

OH

OH

OH

2,3-di-hidroquercetina

2,3-di-hidromiricetina2,3-di-hidrokampferol 

O

OH O

OH

HO

OH

OH

FlavonóisFLS

Narigenina 

Chalcona

O

OH O

OH

HO

O

OH O

OH

HO

OH

O

OH OH

OH

HO

OH

Flavonas 
Isoflavonas 

FENILALANINA

Ácido ferúlico

Ligninas 

Ácido p-cumárico 

 
Antocianidina 
 
+glicose 
 

antocianinas 

GT

 
Figura 8. Caminho biossintético de ácidos hidrocinâmicos, antocianinas, flavonóis, flavonas, isoflavonas, catequinas e taninos 
condensados. PAL, Fenilalanina amonialiase; CHS, Chalcona sintase; CHI, Chalcona isomerase; F3H, (2S) flavanona 3-
hidroxilase; F3`H, flavonóide 3`-hidroxilase; F3`5`H, flavonóide 3`,5`-hidroxilase; FLS, flavonol sintase; DFR, diidroflavonol 
redutase; ANS, antocianina sintase; ANR, antocianina redutase; GT, antocianina glucosil transferase; LCR, leucoantocianidna 
redutase (Dixon e Paiva, 1995; Winkel-Shirley, 2001; Xie et al., 2004; Park et al., 2004; Noda et al., 2004). 
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Atividade antioxidante de substâncias fenólicas 

 

 A presença de grupos doadores de elétrons nas posições orto e para em 

fenólicos aumenta a sua atividade antioxidante através de efeito indutivo. 

Embora a atividade de vários antioxidantes dependa de um certo número de 

fatores, a estabilidade ou reatividade do radical antioxidante primário formado 

após a perda do hidrogênio é sem dúvida o mais importante. Assim, a 

deslocalização (estabilização) do elétron radical ao longo do anel aromático 

dos compostos em questão é determinante neste processo (Figura 9) (Rice-

Evans, 2001).  

 

OH

HO

OH

O

Ácido Cafêico
OH
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OH
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OH
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Figura 9. Forma oxidada dos compostos fenólicos (Rice-Evans, 2001). 

 
 
Comparação da atividade antioxidante de substâncias fenólicas modelo 

 

A relação estrutura-atividade tem sido usada como método teórico para 

prognóstico da atividade antioxidante. Muitos autores têm estudado esse 

aspecto da atividade antioxidante de substâncias (Hudson e Lewis, 1983; Das 

e Pereira, 1990; Ogata et al., 1997; Zhang, 1999; Moure et al., 2001). 
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Polifenóis poliméricos são antioxidantes mais potentes do que fenóis 

monoméricos simples; a capacidade antioxidante de taninos condensados e 

hidrolisáveis é, por exemplo, maior do que fenóis simples em relação a 

radicais peroxila (Hagerman et al., 1998). Yamaguchi et al. (1999) 

observaram que quanto maior o grau de polimerização de flavonóis maior a 

capacidade seqüestradora de superóxido. O mesmo foi possível observar para 

a capacidade de inibir o radical O2
-, que aumenta com o grau de 

polimerização de procianidinas (Saint-Cricq de Gaulejac et al., 1999), ou 

maior inibição da lipoperoxidação lipídica por dímeros de ácido ferúlico do 

que pelo ácido ferúlico (García-Conesa et al., 1999). Também o efeito de 

anti-lipoperoxidação depende do número e da posição dos grupos de hidroxila 

e de metoxila no anel benzênico e da possibilidade de deslocalização de 

elétrons nas ligações duplas (Milic et al., 1998; Moure et al., 2001). 

 

Métodos para a determinação da atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante pode e deve ser avaliada com testes diferentes para 

mecanismos distintos. Os métodos mais freqüentemente usados para medir os 

níveis de dano oxidativo em humanos avalia (1) dano oxidativo total ao DNA, 

(2) níveis de enzimas antioxidantes, níveis de antioxidantes de baixo  peso 

molecular (catalase, superóxido dismutase, glutationa peroxidases, ácido 

úrico, glutationa, flavonóides, catequinas e antocianinas) e vitaminas (E, C e 
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β-caroteno), (3) dano oxidativo aos lipídios (isoprostanos, TBARS) e (4) 

danos a proteínas (número de carbonilas protéicas e resíduos de tirosina 

modificados) (Aruoma et al., 1997; Aruoma, 1999; Moure et al., 2001). A 

maioria dos métodos é baseada na capacidade de seqüestrar diferentes radicais 

livres, mas também absorção de UV e capacidade de quelar também são 

responsáveis pela atividade antioxidante de sistemas oleosos (Moure et al., 

2001). Testes que medem a atividade seqüestradora de substâncias frente a 

radicais como radical superóxido (O.
2), hidroxila (.OH), óxido nítrico (.NO), 

radicais alquilperoxila, ABTS.+ (cátion radical de 2,2´-azinobis(3-

etilbenzotiozolina-6-sulfonato) e DPPH têm sido desenvolvido (radical 1,1-

difenil-2-picril-hidrazila) (Moure et al., 2001; Aruoma et al., 1997). 

A metodologia mais comumente empregada para medir a capacidade 

seqüestradora de extratos totais e frações de plantas é o ensaio in vitro com o 

radical DPPH (Amié et al., 2003). Esta substância apresenta uma coloração 

roxa em solução, que muda para o amarelo ao adicionar-se uma solução 

contendo a substância antioxidante (Figura 10).  
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Figura 10. Reação do DPPH (Amié et al., 2003). 

 

Principais flavonóides com atividade antioxidante 

 

Em geral os flavonóides que apresentaram maiores atividades 

antioxidantes nas diversas formas de teste, estruturalmente contêm grupos 

galoila (por exemplo, (-)-epigalocatequina) e catecólico (quercetina e (-)- 

epicatequina) ou são isoflavonóides (genisteína da soja). Isso foi comprovado 

em diversos testes in vitro (Terao et al., 1994; Mohsen et al., 2002). 

Metabólitos dessas substâncias no plasma sanguíneo também são ativos 

(Terao et al., 1994; Hollman et al., 1996; Manach et al., 1999; Mohsen et al., 

2002). A presença de glicosilação nesses flavonóides até momento não foi 

comprobatória do aumento da atividade, mas podem facilitar o transporte e o 

processo de absorção pelo organismo. Os principais flavonóides antioxidantes 

têm como agliconas a epicatequina (Terao et al., 1994; Rice-Evans et al., 

1996; Harborne e Williams, 2000; Mohsen et al., 2002), quercetina (Rice-

Evans et al., 1996; Hollman et al., 1996; Manach, et al., 1999; Pietta, 2000; 
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Murota e Terao, 2003) e genkuanina (Harborne e Williams, 2000). Esses 

esqueletos básicos podem ser observados na Figura 11. 
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Figura 11. Agliconas mais ativas como antioxidantes (Svobodová et al., 2003). 

 

Os flavonóides e outros fenólicos de plantas são descritos, além da sua 

atividade seqüestradora de radicais livres, como tendo propriedades 

biológicas múltiplas, uma delas a antimicrobiana (Rice-Evans, 1996). Até 

agora foram feitos poucos estudos que tentam correlacionar a atividade 

antimicrobiana dessas substâncias com o seus potenciais antioxidantes e/ou 

habilidade seqüestradora de EROs (Osato et al., 1993).   
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Detecção e identificação de substâncias fenólicas e flavonóides por 

CLAE-AFD 

 

 As substâncias fenólicas absorvem na região de UV e a maioria dos 

detectores para CLAE são feitos em comprimento de onda UV variável ou 

UV-visível (Lee e Widmer 1996). Nenhum comprimento de onda é ideal para 

monitorar todas as classes de fenólicos, pois eles apresentam máximos de 

absorbância em comprimentos de onda diferentes (Delage et al., 1991). A 

maioria dos derivados do ácido benzóico exibe seus máximos de absorbância 

em 271-262 nm, exceto o ácido gálico e ácido siríngico que possuem 

máximos de absorbância em 271 nm e 275 nm, respectivamente (Torres et al., 

1987). Os ácidos hidrocinámicos absorvem em duas regiões, um máximo 

varia entre 225-235 nm e o outro entre 290-330 nm (Torronen et al., 1997). 

Em 320 nm, os derivados de ácido cinâmico podem ser detectados sem 

nenhuma interferência dos derivados de ácido benzóico, que possuem uma 

absortividade maior em 254 nm. No entanto, a detecção em 280 nm é a 

melhor alternativa para a determinação das duas classes de substância 

(Pussayanawin e Wetzel, 1987). A absorção entre 350-370 nm tem sido 

largamente usada para agliconas de flavonóis e 280 nm para flavonóis 

glicosilados (Hakkinen et al., 1999, 2000). 

 O uso extensivo de detecção por arranjo de fotodiodo (AFD) na análise 

de flavonóides e outros fenólicos pode ser atribuído à capacidade de coleta 
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dos espectros on-line (Torronen et al., 1997; Hakkinen et al., 1999, 2000) sem 

ter que usar técnicas que param o fluxo. Isso levou a um melhoramento 

considerável na análise por CLAE com o objetivo de identificação e 

demonstrou a utilidade da informação qualitativa na análise de fenólicos que é 

baseada no espectro da absorção (Torronen et al., 1997; Hakkinen et al., 

1999, 2000). A detecção de substâncias por AFD tem as seguintes vantagens 

principais: detecção múltipla do comprimento de onda, identificação dos 

picos e determinação da pureza dos picos (Lee e Widmer, 1996). 

 

Plantas medicinais como fontes de substâncias antibacterianas e 

antifúngicas que auxiliam na cicatrização da pele 

 

 Diversos produtos dermatológicos contêm ingredientes ativos de 

origem vegetal que são isolados como substâncias puras ou produzidos 

sinteticamente a partir de protótipos de origem natural. Substâncias como β-

caroteno, crisarobina, antralina, metoxsalem e salicilatos estão além da 

fronteira da fitoterapia (Schulz et al., 2001).  

 Dentre aproximadamente 300 plantas medicinais e produtos vegetais 

oficialmente avaliados pela Comissão E (Alemanha), 47 são usados em 

indicações dermatológicas. A Comissão avaliou positivamente 25 dessas 

plantas, mas apenas aproximadamente metade tem papel significativo na 

prática terapêutica. A tabela 7 mostra algumas plantas e preparações vegetais 
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importantes para o uso tópico em dermatologia. Sete plantas com aplicações 

tradicionais em dermatologia tiveram avaliação negativa devido a sérios 

riscos e efeitos colaterais. Dentre elas podem ser mencionadas a casca de 

nogueira (Juglans regia L.; contém a potencialmente carcinogênica juglona), 

pulsatila (Anemone pulsatilla L.; pode causar irritação cutânea grave), mirtilo 

(Vaccinium asbey Read) e folhas de oleandro (Nerium oleander L., tóxico em 

altas doses). Essas plantas e suas preparações não devem ser mais usadas. 

Além disso, há plantas que tiveram avaliação positiva da Comissão E, mas 

que têm pouca importância terapêutica (Schulz et al., 2001). É importante 

ressaltar que, embora essas plantas sejam cultivadas no Brasil elas são de 

ocorrência européia e tidas como exóticas no nosso país.   
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Tabela 7. Algumas plantas medicinais importantes para uso externo (Schulz et al., 2001) 

Monografia, planta de 
origem 

 

Ano Indicações dermatólogicas 

Flores de camomila  
(Matricariae flos) 

 
1984

Inflamações cutâneas e de mucosa e de infecções 
bacterianas; doenças envolvendo as regiões anal e 
genital (duchas) 

Folhas e casca de hamamelis 
(Hamamelidis folium et 
córtex) 

 
1985

Lesões cutâneas leves, inflamações da pele e 
membranas mucosas; hemorróidas, veias varicosas 

Óleo de prímula 
(Oenotherae seminis oleum) 

 
- 

Eczema atópico, neurodermatite 

Flores de calêndula  
(Calendulae flos) 

 
1986

Ferimentos, inclusive os de cicatrização difícil; 
ulcerações crurais 

Flor de equinácea  
(Echinacea purpureae berba)  

 
1989

Ferimentos superficiais de cicatrização difícil  

Óleo de hipérico  
(Oleum hyperici) 

1984 Tratamento primário e secundário de lesões mais 
ou menos profundas, mialgias e queimaduras 

Flores de arnica  
(Arnicae flos) 

1984 Usadas externamente para condições traumáticas e 
reumáticas dos músculos e juntas 

 

 

As flores de camomila, usadas na medicina desde os tempos antigos, 

foram mencionadas nos trabalhos de Hipócrates, Dioscorides, Galeno e 

Asclépio. Atualmente, a eficácia praticamente inquestionável da camomila 

para uma certa quantidade de indicações dermatológicas ainda é amplamente 

baseada em evidências empíricas, isto é, na experiência de pacientes e 

médicos. Os constituintes ativos da camomila podem ser divididos em dois 

grupos de substâncias, um lipofílico e outro hidrofílico. O grupo lipofílico 

inclui principalmente os componentes do óleo volátil, cujo conteúdo na droga 

vegetal (inflorescências secas) é de 0,3-1,5%. O óleo volátil, por sua vez, é 

composto principalmente (cerca de 15%) de camazuleno de cor azul escuro, 

sendo que a maior parte dele se forma a partir de seu precursor incolor, a 
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matricina, durante a destilação com vapor. Outro componente importante do 

óleo de camomila é sesquiterpeno α-bisabolol, que é acompanhado por seus 

derivados mais ricos contendo oxigênio na sua estrutura, os bisaboloxidos A, 

B e C. Os constituintes hidrofílicos mais importantes são os flavonóides e as 

mucilagens. O conteúdo total de flavonóide da droga vegetal varia de 1% a 

3%. As preparações de camomila também revelaram atividade antibacteriana 

e fungicida, principalmente contra organismos Gram-positivos e Candida 

albicans. O óleo de camomila foi ativo em concentrações de 25 mg/ml ou 

mais, e o bisabolol em concentrações de 1mg/ml. Tal fato poderia contribuir 

para os efeitos positivos obtidos com as preparações de camomila aplicadas 

topicamente em feridas infectadas (Schulz et al., 2001). 

A hamamélis, originalmente nativa do leste da América do Norte, foi 

introduzida na Inglaterra em 1736 e desde então se tornou um arbusto de 

floração no inverno popular em parques e jardins da Europa central. As 

folhas, a casca e os galhos são processados para fazer a droga vegetal. A casca 

é particularmente rica em taninos (hamamelitanino, galotanino) que pode 

conter até 12% dessas substâncias. A ação de adstringência nos tecidos priva 

as bactérias de um meio de crescimento favorável, produzindo um efeito 

antibacteriano indireto (Schulz et al., 2001). 
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Medicina tradicional e legislações relativas aos fitoterápicos no Brasil 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 80% da 

população utiliza a medicina tradicional para o tratamento de suas 

necessidades primárias de saúde, e a maior parte desta terapia (cerca de 85%) 

envolve o uso de extratos de plantas ou de seus princípios ativos (Tshibangu 

et al., 2002).  

O Brasil certamente se insere nesse quadro, concentrando cerca de 10 a 

20% do número de espécies de plantas do planeta, apresentando a flora mais 

diversificada com cerca de 56.000 espécies de Fanerógamas descritas, 

aproximadamente 22% do total estimado no mundo (Alves et al., 2000). 

Recentemente, um crescente interesse em terapias alternativas e no uso 

terapêutico de produtos naturais, especialmente àqueles derivados de plantas, 

tem sido observado. Esse interesse por drogas de origem vegetal começou 

devido a várias razões, dentre elas o fato da medicina convencional poder ser 

às vezes ineficiente provocando sérios efeitos colaterais. É importante lembrar 

que uma grande percentagem da população mundial não tem acesso ao 

tratamento pela farmacologia convencional (Watt et al., 2001). 

Nas últimas décadas, a demanda e o uso de plantas medicinais como 

opção de tratamento e cura tem aumentado em todas as camadas sociais. Os 

fitoterápicos deixaram de ser vistos como um simples instrumento de 
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medicina popular e se constituem, atualmente, como matéria-prima para 

indústrias e produtos farmacêuticos (Vermani et al., 2002). 

 Entende-se por planta medicinal todo vegetal que tem atividade 

biológica, possuindo um ou mais princípios ativos úteis à saúde do homem. 

Os princípios ativos produzidos pelas plantas medicinais resultam de uma 

resposta metabólica secundária, em função da interação ecológica do vegetal 

com o meio ambiente (Ferreira, 1998). 

 A importância social das plantas medicinais tem sido abordada pela 

OMS, especificamente a partir das décadas de 70 e 80, quando os sistemas de 

medicina tradicionais tornaram-se um tópico de importância global e a OMS 

reconheceu os benefícios da medicina tradicional chinesa. Além disso, 

estimativas sugeriam que em muitos países em desenvolvimento, grande parte 

da população confiava fortemente nas práticas tradicionais e plantas 

medicinais para tratar diversos males referentes à carência de cuidados 

primários à saúde (WHO, 1999). 

Em nosso país, as plantas medicinais são consideradas produtos não-

eticos pelos órgãos federais de saúde e tratadas, em muitos casos, como 

suplementos alimentares, quando descaracterizada e/ou destituída de ação 

farmacológica. Não existe fiscalização e uma legislação específica que 

regulamente tecnicamente o uso de plantas medicinais, a não ser que esta seja 

comercializada na forma de medicamento fitoterápico, empregando-se 

53



 
 

matérias-primas vegetais ativas, com estudos científicos que garantam sua 

eficácia e segurança. 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária, que regulamenta o registro 

e a comercialização de medicamentos fitoterápicos no Brasil, definiu através 

das Resoluções- RDC nº 17 (24.02.2000) e RDC n° 48 (16.3.2004) 

medicamento fitoterápico como “medicamento obtido empregando-se 

exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, com finalidade profilática, 

curativa, paliativa ou para fins de diagnóstico. É caracterizado pelo 

conhecimento da eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela 

reprodutibilidade e constância de sua qualidade”. 

Estudos recentes permitem afirmar que o valor da diversidade biológica 

brasileira e dos investimentos oriundos dos ecossistemas nacionais situa-se na 

casa dos trilhões de dólares anuais, muitas vezes o valor do PIB nacional 

(Alves et al., 2000). Assim, a prospecção da Biodiversidade na busca de 

substâncias bioativas é um componente de relevância na estratégia de 

desenvolvimento econômico do Brasil. 

Considerando ainda que a maioria das espécies de vegetais brasileiros 

não tem qualquer estudo químico e/ou farmacológico, fica claro que este 

universo representa um potencial econômico a ser explorado na busca de 

princípios biologicamente ativos (Alves et al., 2000). 

A camomila, a hamamélis e outras espécies mostradas na tabela 7 são 

exemplos de plantas utilizadas pela população e que eventualmente tornaram-
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se fitoterápicos importantes na dermatologia. Plantas alimentícias ou 

medicinais originalmente brasileiras ou exóticas, mas que são utilizadas 

tradicionalmente pela população local no tratamento de queimaduras, 

abscessos purulentos, furúnculos e que auxiliam no processo de cicatrização 

de feridas, podem tornar-se fonte potencial de fitoterápicos e/ou fonte de 

substâncias bioativas relevantes em relação à atividade antioxidante e na 

terapêutica contra microrganismos patogênicos que infectam a pele, ou ainda, 

em infecções sistêmicas mais graves como, por exemplo, em infecções 

causadas por Cryptococcus neoformans, nas quais o uso de antibióticos é 

ineficaz.  
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OBJETIVOS 



 

OBJETIVO GERAL 

 O objetivo geral desse trabalho é a busca de novos agentes terapêuticos 

de origem natural, através de uma triagem de plantas alimentícias e 

medicinais originalmente brasileiras ou exóticas de uso tópico ou sistêmico 

que contribuam para o processo de cicatrização da pele e que possuam 

atividade antibacteriana, antifúngica e/ou antioxidante. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1 - Realizar uma triagem preliminar contra fungos e bactérias de algumas 

plantas brasileiras utilizadas popularmente para cicatrização de feridas 

como anti-sépticos e em micoses em geral.  

2 - Escolher, após a triagem, algumas plantas promissoras para o estudo 

fitoquímico.  

3 - Verificar a atividade antimicrobiana desses constituintes isolados das 

plantas estudadas. 

4 - Verificar a atividade antioxidante das plantas que apresentaram atividade 

antimicrobiana. 

5 - Traçar um paralelo entre atividade antioxidante e antimicrobiana a partir 

do conteúdo flavonoídico das plantas estudadas.
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PARTE EXPERIMENTAL 



 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

1. Coleta e preparo do material 

 

 Das 81 plantas que fizeram parte do levantamento (Caribé e Campos, 

1999; Martins et al., 1995; Mors et al., 2000; van den Berg, 1996) somente 19 

foram coletadas (ver capítulo I, Tabela 8 e 9, pág. 87-89) em diferentes 

lugares nos Estados do Rio de Janeiro, Maranhão e Ceará (Brasil). Amostras 

representativas das espécies coletadas foram depositadas no herbário do 

Museu Nacional (MN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e Jardim 

Botânico (JB) do Rio de Janeiro (Brasil). A Echinodorus grandiflorus foi 

coletada e classificada pela professora Claúdia P. Bove do (Museu Nacional, 

UFRJ, Brasil). A maioria dos extratos foi preparada a partir das partes aéreas 

(somente em alguns casos foram usadas as raízes). Todas as espécies usadas 

eram frescas, exceto pela Marsyphiantes chamaedrys gentilmente doada pelo 

Professor Francisco José de Abreu Matos (UFC, Brazil). A Professora Luci de 

Senna Valle (MN, UFRJ) foi responsável pela identificação do restante das 

espécies. 
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1.1. Preparo dos extratos aquosos 

 

Os extratos aquosos foram preparados na forma de extração aquosa a 

frio ou decocto de acordo com a utilização popular. O extrato aquoso a frio 

foi preparado adicionando-se o menor volume possível de água destilada (à 

temperatura ambiente) ao material triturado no liquidificador (ARNO para 

uso doméstico), obedecendo a uma proporção peso/volume (p/v) para cada 

espécie. Os decoctos foram obtidos adicionando-se o material triturado (p/v) 

em água destilada em ebulição durante 10 minutos. Os extratos foram 

filtrados em algodão e congelados. Foram liofilizados (liofilizador Edwards 

do Brasil ) 50 ml de cada amostra para a realização dos testes. Os cálculos de 

rendimento foram feitos com a massa total obtida e em seguida para 100 g de 

cada espécie (ver capítulo I, Tabela 8 e 9, pág. 87-89).  

 

1.2. Preparo das frações 

 

 Objetivando separar as macromoléculas (por exemplo, polipeptídeos e 

polissacarídeos, entre outros) das micromoléculas, uma amostra de 200 mg de 

cada extrato aquoso liofilizado foi diluída em 30 ml da água destilada e 

submetida à precipitação com volume igual de etanol. Após filtração em 

algodão obteve-se um precipitado (macromoléculas) solúvel em água e um 

sobrenadante (micromoléculas) solúvel em água e etanol. O etanol desse 
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último foi evaporado sob banho-maria a 60 oC. Tanto o sobrenadante quanto o 

precipitado foram liofilizados e mantidos em congelador. 

 

1.3. Coleta de Bixa orellana e preparo do material 

 

 As folhas, caules e sementes de Bixa orellana utilizada nesse trabalho 

foram coletados no dia 05 de janeiro de 2003 em Coxixo, município de 

Paraty, Estado do Rio de Janeiro (Brasil). Uma amostra representativa dessa 

espécie está depositada no herbário do Museu Nacional (MN) da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro sob o número 203747. A Dra. Luci de 

Senna Valle do Museu Nacional fez a identificação dessa espécie. O esquema 

1 (pág. 62) sumariza as etapas empregadas para o estudo de Bixa orellana. 

 

- Preparação dos extratos e frações 

 

 As folhas, caules e sementes (287,8 g) foram extraídos por decocção 

em água destilada. Obteve-se um extrato aquoso a 30% (p/v) que foi 

liofilizado (14,7 g), ressuspenso em 100 ml de água destilada e submetido à 

precipitação com igual volume de etanol, obtendo-se precipitado e 

sobrenadante. Após evaporação do etanol e liofilização, o sobrenadante (12,3 

g) foi submetido à partição por solventes de polaridades crescentes, rendendo 
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as partições em diclorometano (0,1 g), em acetato de etila (0,26 g), em n-

butanol (2,33 g) e uma fase aquosa residual (9,15 g) (Esquema 2, pág. 63). 

 

Decocto  

(EtOH) precipitação 

Sobrenadante Precipitado 

 

Fracionamento líquido-líquido

Hexano Diclorometano Acetato
de etila

n-Butanol 

Polaridade 

Fração aquosa

Caracterização 
dos 

constituintes 

Técnicas cromatográficas

Bioatividade Isolamento e purificação 

 

Esquema 1. Mostra as etapas de fracionamento para Bixa orellana e procedimentos 
posteriores ao fracionamento como, por exemplo, isolamento e purificação, caracterização 
dos constituintes e acompanhamento da bioatividade através de testes para atividade 
antifúngica, antibacteriana e antioxidante. 
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 Bixa orellana
Folhas, talos e sementes  
        (287,8 g) 

Extrato Aquoso Total 
(Decocrto 30% p/v) 

(14,7 g)
Resíduo

Suspendido com 100 ml de água
Precipitaçâo por etanol

Precipitado 
(2,4 g)

Sobrenadante

Extração com Diclorometano 

Fase Aquosa II
 Partição em 

Diclorometano 
(0,1 g) 

Extração com Acetato de Etila

Fase Aquosa III
(0,26 g) 

  Partição em 
Acetato de Etila 

Partição em n-Butanol
(2,33 g)

Fase Aquosa IV 

Extração com n-Butanol 

(12,3 g)

 

 

 

Esquema 2. Etapas para a obtenção do sobrenadante, precipitado e das partições em 

diclorometano, acetato de etila,  n-butanol e fase aquosa IV a partir do extrato aquoso total 

de Bixa orellana. 
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- Estudo da partição em n-butanol das folhas, caules e sementes de Bixa 

orellana 

  

 A partição em n-butanol, depois da evaporação para retirada do 

solvente orgânico, foi lavada com acetato de etila (100 ml), fornecendo sob 

centrifugação uma parte solúvel e uma insolúvel em acetato de etila. Esse 

resíduo sólido (1,2 g) foi cromatografado em coluna, tendo como fase 

estacionária sílica de fase inversa RP2 (gel de sílica silanizada, tamanho de 

partícula 0,063-0,200 mm, 70-230 Mesh ASTM, MERCK Art. 8819); coluna 

25,0 cm de altura x 2,0 (cm de diâmetro), eluído com água destilada, 

gradientes crescentes de água/metanol e finalmente metanol puro, rendendo 

um total de 37 frações (Esquema 3, pág. 65). A evaporação à secura das 

frações obtidas nas etapas cromatográficas foi efetuada à temperatura 

ambiente em capela com exaustão. 
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....  F37

F1 
92,6 

F1, 

n-Butanol 
2,33 g 

Lavagem com acetato de etila 

PT 
39 

F3 
12,2mg

F4 

F2, F3 
37,7 

 Rf 0,33

F5 

F10 
152,3 mg

F4...F10
13,0 mg

F3...F5
9,0 mg

F5,F6 
7,0 mg 
Bixa 2 

Rf 0,70 

Rf 0,33 

F4...F16 
26,7 mg 

F3  
5,0 mg 
Bixa 1 

F3...F5 
10 mg 
Bixa 1 

SEP-PAK C18

Sephadex-LH 20 
Flavonóides

Não analisadas
CCF; BAW 8:1:1 

RP-2 
Colunas 

Resíduo 
sólido 

F9  
40  mg

F2, 
F5...F24 

F3, F4 
107,9 mg

F1 PT  
6
B
,2 mg
ixa 1

 

 

Esquema 3. Fracionamento da partição butanólica das folhas caules e sementes de Bixa 

orellana L. Ativo contra MRSA (Staphylococus aureus resistente a meticilina). PT, 

precipitado; F, fração. 
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Isolamento do flavonóide hipolaetina 8-O-β-glucuronídeo (Bixa-1) 

 

 Primeiramente, as frações F3 e F4 (107,9 mg) obtidas da 1ª coluna em 

RP-2, diluídas em 1ml água destilada apresentaram um precipitado amarelo 

insolúvel. Esse precipitado foi eluído com BAW 8:1:1 em gel de sílica (Rf  

0,33) e sob luz ultravioleta e pela revelação com sulfato cérico apresentou 

coloração amarela característica de flavonóides, sendo codificado como Bixa 

1. Essa amostra foi enviada para análises espectroscópicas. O material solúvel 

em água destilada foi cromatografado em cartucho SEP-PAK C18  (Part. n. 

51910) e eluído com gradientes crescentes de água, água/metanol, metanol, 

rendendo 5 frações. A fração 1 (92,6 mg após liofilização), eluída em água, 

foi novamente cromatografada em cartucho SEP-PAK C18 (Part. n. 51910), 

rendendo novamente 5 frações. A fração 3 (12,3 mg após liofilização), eluída 

em água/metanol foi submetida a uma coluna de Sephadex LH-20 (lipofílica, 

25 mm, da sigma para uso com solventes orgânicos; coluna: 25 cm de altura x 

1,2 cm de diâmetro), obtendo-se 4 frações. A fração 3 (Bixa 1) (Rf 0,33) 

também apresentou através de luz ultavioleta e revelação com sulfato cérico 

coloração característica de flavonóides (Esquema 3, pág. 65). 

A partir dessas etapas pode-se verificar que essa substância era pouco 

solúvel em metanol e que estava presente na união das frações F2, F5 a F24 

(307,6 mg após liofilização) da partição butanólica de Bixa orellana a partir 

da 1ª coluna em RP-2. Por essa razão, esse conjunto de frações foi diluído em 
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1,5 ml de metanol, obtendo-se uma parte solúvel e uma insolúvel em metanol. 

A parte insolúvel (39,0 mg) em metanol dessas frações, após cromatografia 

em coluna de gel de Sephadex-LH 20 (lipofílica, 25-100 mm, sigma para uso 

com solventes orgânicos; coluna: 32,0 cm de altura x 1,0 cm diâmetro) e 

eluição em água destilada forneceu 16 frações. As frações F4 a F16 (26,7 mg) 

foram novamente eluídas em água destilada, em coluna de gel de Sephadex-

LH 20 (lipofílica, 25-100 mm, sigma para uso com solventes orgânicos; 

coluna: 28,0 cm de altura x 0,5 cm de diâmetro), rendendo 6 frações, das 

quais F3 a F5 também correspondiam ao flavonóide (Bixa 1) (Esquema 3, 

pág. 65). 

 As amostras de Bixa 1, obtidas nas diferentes etapas do isolamento, 

foram submetidas à análise por RMN 1H, RMN 13C e as técnicas de DEPT 

135, COSY, HMQC e HMBC (DMSO-d6; espectrofotômetro de 300 e 500 

MHz, Bruker Avance, modelo DRX 300 MHz e Bruker Avance, modelo 

DRX 500 MHz), o que tornou possível identificá-la como sendo a  hipolaetina 

8-O-β-glucuronídeo. 
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Figura 12: Estrutura da hipolaetina 8-O-β-glucuronídeo (I) 
 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6, TMS), fórmula molecular C22H24O12, peso 

molecular 480: δ (ppm) aglicona  6,20 (s, H-6); 6,60 (s, H-3); 6,75 (d, J 8,35 

Hz, H-5’); 7,35 (dd, J 8,35 Hz e 1,9 Hz, H-6’); 7,97 (d, J 1,65 Hz,  H-2’); 

12,95      (s, hidrogênio da hidroxila da posição 5); δ (ppm) parte carboidrato 

3,25 (H-4”); 3,30 (H-5”); 3,39 (d, J 8,0 Hz, H-2”); 3,51 (d, J 9,1, H-3”) e 4,60 

(d, J 7,58 Hz, H-1” , hidrogênio anomérico).             

  

RMN 13C (300 MHz, DMSO-d6, TMS):  δ (ppm) aglicona 99,8 (C-6); 103,3   

(C-3 e C-10); 114,7 (C-2’); 116,1 (C-5’); 118,9 (C-6’); 122,1(C-1’); 126,5(C-

8); 147,1  (C-3’); 149,9 (C-9); 150,2 (C-4’); 157,9 (C-7); 158,7 (C-5); 165,5 

(C-2); 181,9 (C-4); δ (ppm) parte carboidrato 72,3 (C-5”); 74,7 (C-2”); 76,1 

(C-4”); 76,9  (C-3”); 107,7 (C-1”) e 172,2 (C-6”). 

 

 

 
68



 

Isolamento do flavonóide quercetina 3-O-β-xilopiranosídeo (Bixa 2) 

 

 Como já foi dito anteriormente, o material resultante da reunião das 

frações F2, F5 a F24 (307,6 mg) da partição butanólica de Bixa orellana foi 

diluído em 1,5 ml de metanol, obtendo-se uma parte solúvel e uma insolúvel 

em metanol. A parte solúvel (268,6 mg), após cromatografia em coluna de gel 

de Sephadex-LH 20 (lipofílica, 25-100 mm, sigma para uso com solventes 

orgânicos; coluna: 25,0 cm de altura x 1,0 cm de diâmetro) e eluição em 

metanol/água destilada 30% rendeu 10 frações, sendo que a fração F10 (152,3 

mg) foi cromatografada no mesmo suporte anterior (eluente: etanol 100%), 

fornecendo 18 frações. Em seguida, as frações F4 a F10 (13,0 mg) dessa 

coluna foram purificadas em Sephadex-LH 20 (lipofílica, 25-100 mm, sigma 

para uso com solventes orgânicos; coluna: 28,0 cm de altura x 0,5 cm de 

diâmetro), utilizando-se etanol 100% como eluente e obtendo-se 9 frações. As 

frações F3 a F5 (9,0 mg) foram eluídas em etanol 100% na mesma coluna 

anterior fornecendo mais uma vez 9 frações. Dessa última coluna as frações 

F5 e F6 correspondiam ao flavonóide Bixa 2 (Esquema 3, pág. 65). 
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Figura 13: estrutura da quercetina 3-O-β-xilopiranosídeo (II)

 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6, TMS): δ (ppm) aglicona  6,17 (s, J 1,82, H-

6); 6,38 (s, J 1,89, H-8); 6,85 (d, J 9,0, H-5’); 7,56 (m, H-6’ e H-2’); δ (ppm) 

parte  carboidrato 3,07 (m, H-3” e H-4”); 3,21 (m, H-2”); 3,23 (m, H-5”); 3,55 

(d, J 11,7, H-5”) e 5,44 (d, J 7,1, H-1”, hidrogênio anomérico). 

 

RMN 13C (300 MHz, DMSO- d6, TMS):  δ (ppm) aglicona 94,0 (C-8); 99,9    

(C-6); 104 (C-10); 115,8 (C-5’); 116 (C-2’); 121,8 (C-6’); 122 (C-1’); 146,0   

(C-4’); 150,0 (C-3’); 158,0 (C-9); 162 (C-5); 165,0 (C-7); δ (ppm) parte 

carboidrato 61,0 (C-5’’); 70,0 (C-3’’); 75,0 (C-2’’); 77,0 (C-4’’) e 102,0 (C-

1’’). 
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2. Ensaios biológicos  

 

2.1. Atividade antifúngica e antibacteriana 

 

2.1.1.  Fungos e bactérias 

 

 Foram usadas para os testes três cepas diferentes de fungos 

patogênicos: Cryptococcus neoformans var. neoformans (#OS-AM) isolados 

de paciente com criptococose no Hospital Evandro Chagas, Rio de Janeiro/RJ 

(Brasil), sendo esta gentilmente cedida pela Dra. Márcia Lazéra 

HEC/FIOCRUZ; Candida albicans  e Trichophyton rubrum isoladas de 

pacientes do Departamento de Micologia do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro/RJ (Brasil). As bactérias utilizadas 

foram Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans ATCC 

25175 obtidas no ´´American Type Culture Collection`` em Rockville, Md., 

EUA., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MARSA, Methicilin-

resistant Staphylococcus aureus) obtidas de pacientes do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro/RJ (Brasil), e 

Lactobacillus casei. Esses experimentos foram realizados no Laboratório de 

Estruturas de Superfície de Microrganismos supervisionado pela Profa. Dra. 

Celuta Sales Alviano, no Instituto de Microbiologia da UFRJ, com a 

colaboração do aluno de doutorado Ricardo Ramos Mendonça Filho. 
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2.1.2. Método de difusão em agar e avaliação da concentração mínima 

inibitória (MIC, Minimal Inhibitory Concentration) 

 

 Com o objetivo de identificar a atividade antifúngica e antibacteriana 

dos extratos totais e frações (1mg/ml) contra C. neoformans, C. albicans e T. 

rubrum, Staphylococcus aureus ATCC, Streptococcus mutans, MARSA e 

Lactobacillus casei, o método de difusão em ágar foi realizado em meio de 

cultura BHI (Brain Heart Infusion, Merck) para os fungos e Mueller-Hinton 

(Merck) para as bactérias, pH 6,5. As células de fungos e bactérias foram 

obtidas por centrifugação a 1500 g/4 oC durante 15 minutos e ressuspensas 

com tampão fosfato 0,01 M, em solução salina fisiológica 0,9% (PBS), pH 

7,2. Como inóculo padrão para a realização dos experimentos estabelecemos 

uma suspensão de 106 células/ml para fungos e 105 UFC/ml para bactérias. No 

meio de cultura adequado semeou-se 100 µl da suspensão de fungos ou de 

bactérias e, finalmente, aplicou-se 25 µl (amostras dissolvidas em água 

destilada) de cada extrato total ou fração no agar contido nas placas de Petri. 

Os fungos foram incubados em estufa durante 48 horas e as bactérias durante 

24 horas a 37oC. 

Para a avaliação do MIC, os fungos (106células/ml) foram incubados em 

meio de cultura BHI e as bactérias (105 UFC/ml) em Mueller-Hinton na 

presença de várias concentrações (1 pg/ml a 1 mg/ml) de extratos totais e 
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frações ativas durante 48 horas e 24 horas a 37ºC, respectivamente. O 

crescimento celular foi determinado diariamente a fim de avaliar os resultados 

pela turvação visível (Newton et al., 2002). A menor concentração de cada 

amostra ativa capaz de inibir crescimento microbiano foi usada para a 

determinação do MIC. A anfotericina B foi usada como o controle positivo 

para fungos e a vancomicina para bactérias em ambos os métodos.  

 

2.1.2. Cromatografia em camada fina (CCF) 

 

 Foram utilizadas placas de gel de sílica G60 F254, espessura 0,2 mm da 

MERCK (8x8 cm). Os extratos aquosos totais (1mg) e frações (0,5 mg) das 

plantas que apresentaram atividade antimicrobiana foram aplicados nas placas 

e eluídos em BAW 8:1:1 (Butanol/Ácido acético/Água), exceto para o 

Rosmarinus officinalis (BAW 3:1:1). Todas as placas foram eluídas em 

duplicata, um grupo foi usado para o teste da bioautografia em agar,enquanto 

o outro serviu de cromatograma de referência. As bandas ativas foram 

visualizadas através de luz ultavioleta (254 and 365 nm) ou pela revelação 

com sulfato cérico. 

• Preparo da solução de sulfato cérico: 

Solubilizaram-se 2 g de sulfato cérico [Ce(SO4)2] em 55 ml de ácido 

sulfúrico concentrado (H2SO4 conc.). Levou-se então lentamente para 

1l de água destilada. A solução foi mantida ao abrigo da luz. As placas 
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cromatográficas foram borrifadas com a solução acima descrita e 

aquecidas sobre placa aquecedora em torno de 100 ºC durante 2-3 

minutos. As manchas referentes aos flavonóides revelavam-se em 

amarelo a alaranjado nessas condições. 

• Os sistemas de solventes utilizados para cromatografia em camada fina 

(CCF) foram:  

1 – BAW (8:1:1)        n-Butanol (8 ml) 

                                   Ácido acético glacial (1 ml) 

                                   Água destilada (1 ml) 

2 – BAW (3:1:1)        n-Butanol (3 ml) 

                                   Ácido acético glacial (1 ml) 

                                   Água destilada (1 ml) 

 

2.1.4. Bioautografia  

 

 As placas de gel de sílica cromatografadas foram colocadas dentro de 

placas de Petri 9x9 cm com tampas, esterilizadas e expostas à luz ultravioleta 

durante 30 minutos. Ao meio de cultura (BHI para fungos e Mueller-Hinton 

para bactérias) com vermelho de fenol a 1% ainda líquido e á temperatura 

entre 40 e 50 oC (conservação em banho-maria) adicionou-se 1 ml da cepa 

microbiana em estudo (concentração final para fungos 106células/ml e para as 

bactérias de 105 UFC/ml). Em seguida, esse meio de cultura foi distribuído 
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sobre as placas de CCF. Após solidificação do meio, as placas foram 

incubadas por 48 horas (fungos) e 24 horas (bactérias) a 37oC. Para a 

visualização dos halos de inibição revelamos as placas com solução aquosa de 

MTT (metil-tiazol-tetrazólio) 5mg/ml (p/v) (Saxena et al., 1995). 

 

2.2. Atividade antioxidante pelo teste do DPPH 

 

 A capacidade sequestradora de radicais livres das amostras testadas foi 

avaliada por ensaio espectrofotométrico com o radical livre estável 1,1-

difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) como descrito por Blois (1958).  

 Foram feitas soluções estoque dos extratos aquosos totais e 

sobrenadantes das espécies que apresentaram atividade antimicrobiana em 

água destilada a 2,0 mg/ml. No caso da Bixa orellana além do extrato aquoso 

total e sobrenadante algumas partições, frações e substâncias isoladas também 

foram testadas. 

A atividade seqüestradora de radical livre de cada amostra foi expressa 

como proporção da redução da absorção da solução de DPPH. As amostras 

foram diluídas em concentrações de 1000, 100 e 10 µg/ml. Foi adicionado 0,5 

ml da solução etanólica de DPPH (0,1 mM) a 0,5 ml de solução de amostra 

(A). Etanol (0,5 ml) mais 0,5 ml de solução amostra foi usado como branco 

(B). A solução DPPH (0,5 ml) mais etanol (0,5 ml) foi usada como controle 

(C). A mistura reacional foi agitada durante uma hora à temperatura 
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ambiente. A absorção do DPPH foi medida em espectrofotômetro UV-Vis em 

515 nm (os experimentos foram feitos em triplicata e os dados foram 

expressos como média aritmética dos resultados obtidos).  A atividade 

seqüestradora de radical (AS%) foi expressa como descrito por Tait et al., 

1996. Rutina (Merck), quercetina (Merck), ácido gálico (Merck) foram usados 

como controle positivo (100%). Esses experimentos foram realizados no 

laboratório da Profa. Dra. Ana Palhares de Miranda (Departamento de 

Fármacos, LASBIO) na Faculdade de Farmácia da UFRJ, com a colaboração 

da aluna de doutorado Daniela Barros de Oliveira. 

 

2.3. Análise por CLAE-AFD (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência –

Arranjo de Fotodiodo) 

 

          As amostras em análise foram preparadas dissolvendo 1 mg do 

sobrenadante liofilizado em 100 µl de água Milli-Q. A separação foi realizada 

em aparelho de CLAE (Shimadzu DAD equipado com coluna de sílica de fase 

inversa C18 - Touzart&Matignon, Les Ulis, FR), o volume de injeção foi de 20 

µl (40 µg de cada amostra), partícula 5 µm, 4,6 x 250 mm. A fase móvel era 

uma mistura de solvente A (0,01% de ácido orto-fosfórico em água) e 

solvente B (metanol) de acordo com um gradiente no qual os primeiros 20 

minutos consistia de 30% de B e 40% de B de 20 até 60 minutos. A detecção 

foi realizada usando-se um detector de arranjo de fotodiodo nos 
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comprimentos de onda de 254 nm e 332 nm para todas as amostras e 230 nm 

apenas para Rosmarinus officinalis na busca de diterpenos fenólicos. 
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CAPÍTULO I 



 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

Neste capítulo foi primeiramente realizada uma triagem contra fungos e 

bactérias visando à busca de substâncias bioativas em extratos aquosos de 19 

plantas medicinais e alimentícias (Tabelas 8 e 9), associando-se as técnicas de 

bioautografia e precipitação por etanol de macromoléculas (proteínas, 

polissacarídeos, etc.) para a facilitação na identificação dessas substâncias. 

Assim, foram investigados os sobrenadantes e os precipitados (obtidos pela 

precipitação por etanol), e os extratos aquosos de plantas medicinais e 

alimentícias usadas pela população brasileira na cura de doenças da pele 

(Seção I). 

Numa etapa posterior duas plantas foram escolhidas para um estudo 

mais detalhado por apresentarem atividade contra Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina (MRSA, methicilin-resistant Staphylococcus aureus). 

Portanto, os extratos e frações de Bixa orellana L. e Rosmarinus officinalis L. 

foram analisados no sentido de descobrir novos com s, 

especialmente contra MRSA. O método de Cromatografia Liquida de Alta 

Eficiência (CLAE) e bioautografia foram usados na busca dos componentes 

antimicrobianos dessas plantas (Seção II). 

 

postos antimicrobiano
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Seção I – Busca de substâncias bioativas através de triagem de plantas 

medic

Visando novos agentes antimicrobianos, foi feita uma revisão na 

literatura etnomédica (Caribé e Campos, 1999; Martins et al., 1995; Mors et 

al., 2000; van den Berg, 1996) na busca de plantas usadas pela população 

brasileira na cura de doenças causadas por fungos, bactérias e que auxiliam na 

cicatrização de feridas da pele. Observou-se que as plantas alimentícias e 

medicinais são largamente usadas, principalmente como decocções e sumos. 

Nesse sentido, foram realizados bioensaios antifúngicos e antibacterianos 

simples com extratos aquosos totais, precipitados e sobrenadantes (obtidos 

por tratamento do extrato aquoso com etanol) com a finalidade de selecionar 

extratos e frações bioativas das plantas em estudo. Essas amostras foram em 

seguida submetidas à bioautografia. 

A composição química complexa de extratos de plantas é geralmente 

um fator limitante para o isolamento de substâncias antimicrobianas. Não 

obstante, o uso do método de bioautografia permite a detecção de 

componentes ativos em extratos brutos de plantas. Esse método leva a 

localização dos componentes antimicrobianos ativos (através dos valores de 

Rf) separados por CCF (Saxena et al., 1995). Já a precipitação por etanol de 

inais e alimentícias frente a fungos e bactérias usando precipitação 

por etanol e bioautografia 
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extratos aquosos de planta permite a separação entre polímeros, como 

polissacarídeos e proteínas, e micrometabólitos (Wu et al., 1995; Zang e 

Lewis, 1997). Por essa técnica a solvatação entre moléculas presentes é 

odificada da mesma forma que as interações entre essas moléculas. Os 

polím

 alimentícias, pertencentes a 15 famílias 

(Tabe

m

eros precipitam e os micrometabólitos ficam no sobrenadante. A 

precipitação de macromoléculas pode ser conseguida também com sulfato de 

amônia e acetona (Ng et al., 1986, 1987). A associação de técnicas de 

precipitação por etanol seguida da bioautografia permite a detecção de 

componentes ativos de outra maneira não detectáveis. 

 

Resultados e discussão 

 

A atividade antifúngica e antibacteriana dos sobrenadantes, 

precipitados (obtidos pela precipitação por etanol) e extratos aquosos totais de 

19 plantas, ou seja, 11 medicinais e 8

las 8 e 9) (Caribé e Campos, 1999; Martins et al., 1995; Mors et al., 

2000; van den Berg, 1996) foram avaliadas in vitro contra os fungos Candida 

albicans, Trichophyton rubrum e Cryptococcus neoformans, responsáveis por 

infecções nas mucosas, pele e infecções sistêmicas e as bactérias 

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Lactobacillus casei. Duas 

dessas plantas também foram ativas contra MRSA, todavia esses resultados 

serão discutidos na próxima seção. 
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Das dezenove espécies de plantas testadas oito apresentaram atividade 

antifúngica significante (42% das plantas estudadas), enquanto sete foram 

ativas contra bactérias (37% das plantas estudadas), o que significa que 47% 

das espécies estudadas é fonte potencial de substâncias bioativas contra esses 

microrganismos. Os resultados mostram que 26% das espécies de plantas 

alimentícias e 31,5% das espécies de plantas medicinais apresentam atividade 

antimicrobiana (Tabela 10 e 11). 

Em relação aos fungos o extrato aquoso total (20,5 µg/ml) de 

osmarinus officinalis apresentou o menor MIC de todas as espécies de 

guido do sobrenadante de Bixa orellana (40,0 µg/ml) 

 sobrenadante de Xanthosoma sagittifolium apresentando o maior halo de 

inibiç

R

plantas com atividade, se

e

ão 18 mm e MIC 100 µg/ml contra Trichophyton rubrum (Tabela 10).  

O fungo Candida albicans foi inibido pelo extrato aquoso de 

Momordica charantia, Schinus terebinthifolius e Schinus molle. O extrato 

aquoso de Schinus molle teve o menor halo de inibição (12 mm), no entanto 

revelou o menor valor para o MIC 105 µg/ml (Tabela 10). É importante 

mencionar que o óleo essencial e extrato etanólico de Schinus molle foram 

descritos previamente como tendo atividade antifúngica (Gundidza, 1993; 

Dikshit et al., 1986; Ross et al., 1980; Quiroga et al., 2001), no entanto é a 

primeira vez que essa atividade é relatada para o extrato aquoso (decocto 

30%). 
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O extrato aquoso de Momordica charantia assim como o sobrenadante 

de Anacardium occidentale e Solanum sp. mostram-se ativos contra 

Cryptococcus neoformans (Tabela 10). O LCC (líquido da castanha de caju), 

um óleo extraído da casca da castanha de caju, é conhecido por apresentar 

propriedades anti-sépticas (Sousa et al., 1991), todavia esse é o primeiro 

relato de atividade antifúngica das folhas. 

Em se tratando de bactérias, o extrato aquoso de Bixa orellana mostrou 

a melh

s 

officin

de micromoléculas (metabólitos primários e secundários). Por esse 

método, a maioria das macromoléculas fica contida no precipitado. 

or atividade (MIC 9,8 µg/ml) contra Lactobacillus casei que também 

foi inibido pelo extrato aquoso de Rosmarinus officinalis (MIC 30,5 µg/ml) 

(Tabela 11). 

A bactéria Staphylococcus aureus foi inibida pelos sobrenadantes de 

Kalanchoe brasiliensis, Malpighia glabra, Solanum sp. e Rosmarinu

alis, e o extrato aquoso de Momordica charantia. O sobrenadante de 

Kalanchoe brasiliensis foi o mais ativo contra esse microorganismo e o 

extrato aquoso total dessa planta não apresentou atividade (Tabela 11). 

O extrato aquoso e o sobrenadante de Crotalaria pallida, e extrato 

aquoso de Momordica charantia mostraram atividade contra Streptococcus 

mutans (Tabela 11). 

A precipitação por etanol de extratos aquosos de plantas permite a 

separação de macromoléculas, tais como proteínas e polissacarídeos entre 

outros, 
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Proteínas com atividade antifúngica e antibacteriana foram descritas 

pela primeira vez em 1942 (Balls et al., 1942). Elas são freqüentemente 

carregadas positivamente e contêm ligações de bissulfeto (Zang e Lewis, 

1997). Aglomerações (clustering) dos resíduos hidrofóbicos e catiônicos são 

tidas como cruciais para a atividade antimicrobiana (Felizmenio–Quimio et 

al., 2001). O mecanismo de ação delas pode ser devido à formação de canais 

iônico

de lipídeos (LTPs, lipid transfer proteins), snakinas, protamina e 

magai

, 1998). Em nosso estudo podemos observar que o 

extrato

priedades 

s na membrana microbiana (Zang e Lewis, 1997) ou inibição 

competitiva da adesão das proteínas microbianas aos receptores do hospedeiro 

(Sharon e Ofek, 1986). Lectinas, tioninas, defensinas, proteínas de 

transferência 

ninas são peptídeos antimicrobianos de origem animal e vegetal. Esses 

são exemplos de proteínas que pertencem a um grupo de mais de 500 

peptídeos e são conhecidas pelo papel importante que desempenham como 

componentes da defesa inata contra microrganismos invasores (Cowan, 1999; 

López–Solanilla et al., 2003). 

A técnica de precipitação por etanol foi utilizada anteriormente para a 

obtenção de substâncias biologicamente ativas da Momordica charantia (Wu 

et al., 1995; Xie et al.

 aquoso de Momordica charantia perdeu completamente a sua 

atividade inibitória contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans, 

Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus depois do fracionamento. Essa 

atividade é provavelmente devido a proteínas que apresentam pro
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hiperg

 mudança da conformação molecular das 

macro

licêmicas, antitumorais, antileucêmicas e antivirais, tais como lectinas 

(MAP 30), napin-like ribosome inactivating peptides (charantina), inibidoras 

de tripsina (MCTI-I, -II, -III, α-momorcharina, β-momorcharina) e inibidoras 

de elastase (MCEI-I, -II, _III, IV) (Rathi et al., 2002; Mors et al., 2000; Arazi 

et al., 2002; Yeung et al., 1988; Hara et al., 1989; Hamato et al., 1995; 

Parkash et al., 2002) presentes no extrato aquoso de Momordica charantia e 

que estão ausentes depois da separação do precipitado. Portanto, se o extrato 

aquoso total apresenta atividade, essa atividade é devida às macromoléculas. 

Nenhum dos precipitados foi ativo contra as bactérias e os fungos 

usados nesse experimento. Substâncias hidrossolúveis, como polissacarídeos 

(ex.: amido) e proteínas, incluindo fabatinas e várias lectinas, são mais 

eficazes como inibidores da adsorção do patógeno (geralmente vírus) (Zang e 

Lewis, 1997). Isso poderia explicar a falta de atividade dos precipitados 

contra os microrganismos estudados. Essa falta de atividade também poderia 

ser explicada pela possível

moléculas depois da exposição à precipitação por etanol, secagem dos 

precipitados por liofilização, concentração das amostras na difusão em ágar 

ou ainda método antimicrobiano inadequado para macromoléculas. Estudos 

posteriores devem ser feitos no sentido de determinar o porque dos 

precipitados não apresentarem nenhuma atividade.  

A bioautografia para fungos foi executada apenas para os extratos 

aquosos e sobrenadantes das plantas que mostraram atividade antifúngica 
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contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans, usando BAW 

(butanol/ácido acético/água) 8:1:1 para a eluição das placas em CCF de gel de 

sílica. Foi possível observar halos de inibição para os extratos aquosos de 

Schinus molle (Rf 0,89) e para Schinus terebinthifolius (Rf 0,80) contra 

Candida albicans, demonstrando que as substâncias responsáveis pela 

atividade antifúngica são fortemente apolares. O sobrenadante de Anacardium 

occidentale apresentou halo de inibição (Rf 0,31) contra Cryptococcus 

neoformans (Figura 14). A visualização do cromatograma sob luz ultravioleta 

e rev

grafia pode ser explicada 

pela f

elação com sulfato cérico permite sugerir que as substâncias 

responsáveis pela atividade antifúngica de Schinus molle são provavelmente 

flavonóides. Para Schinus terebinthifolius e Anacardium occidentale não foi 

possível determinar a classe de composto responsável por essa atividade.  

Em relação à atividade antibacteriana, os ensaios de bioautografia em 

CCF foram realizados para o extrato aquoso de Crotalaria pallida, 

Momordica charantia e sobrenadantes de Crotalaria pallida, Kalanchoe 

brasiliensis, Solanum sp. e Malpighia glabra com os microrganismos contra 

os quais essas plantas foram ativas (Tabela 11). No entanto, somente o 

sobrenadante de Solanum sp. apresentou halo de inibição (Rf 0,22). 

A ausência de atividade antimicrobiana de outras amostras de plantas 

pelos métodos de precipitação por etanol e bioauto

alta de seletividade dos compostos presentes contra os microrganismos 

escolhidos para esse estudo, rompimento do sinergismo entre os constituintes 
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ativos causado pela CCF e pela precipitação por etanol, ou ainda, 

concentração muito baixa das substâncias ativas no extrato bruto sob as 

condições de análise. 

 

Tabela 8. Plantas medicinais utilizadas nos ensaios antifúngicos e antibacterianos. 

Frações  
Nome científico 

 

 
Nome 

popular 

 
Parte 
usada 

 
Uso popular 

 
Método de 
extração 

Extrato 
aquoso 

Rdt (g%) 
Pt 

 (%)
Sn 

 (%)
Chenopodium 

ambrosioides L. 

(Chenopodiaceae)A 

R-203748 (MN) 

 

Folhas, 
flores, e Cicatrizante e 

em contusões 

 

aquoso a 
frio (70%) 

 

4,25 

 

36,6

 

63,4 
Mastruz 

raízes 

Extrato    

Crotalaria pallida   Impigens,     
Aiton 

(Fabaceae)B, 
 R-203739 (MN) 

Chocalho-
de-cascavel  

Folhas, 
flores e 
frutos 

herpes, lepra, 
erisipelas e 

sarnas 

Decocto 
(40%) 

3,81 16,2 83,8 

Echinodorus 

(Cham & Scld.) 
Mich. 

 

Chapéu-de-
couro 

 

Folhas 

 

Sífilis e 
doenças da 

 

Decocto 
(30%) 

 

3,75 

 

13,6

 
grandiflorus 

(Alismataceae)B

110

       
86,4 

 
0 (MN) 

pele 

Kalanchoe 

 

       
brasiliensis Camb. 
(Crassulaceae)A, 

304.627 (JB)

Coirama Folhas Frieira, 
cicatrizante 

Extrato 
aquoso a 

frio (20%) 

2,05 43,1 56,9 

Marsypianthes 

(Vahhl) O. Ktze 
(Lamiaceae)

chamaedrys hortelã -do- Folhas e Mordidas de Decocto 4,19 28,5 71,5 

B

Bóia-caá, 

brasil 

 

caules 

 

cobra (30%) 

   

Maytenus ilicifolia 
Mart. 

203745 (MN) 

 
Espinheira-

 
Folhas 

Assepsia de 
feridas e 

pele 

 
Decocto 

 
14,8 

 
14,5

 
85,5 

(Celastraceae)B, R- santa úlceras da (40%) 

Mimosa sp. Dormideira, Folhas,    
(Mimosac B

R-203

  
eae) ,     

751 (MN) 
malícia  

 e sensitiva 
frutos e 
caules 

Tumores e 
leucorréia 

Decocto 
(30%) 

3,85 
 

11,5 
 

85,5 

 

Referências bibliográficas usadas: , Martins et al., 1995; , Mors et al., 2000; , van den 
Rdt, rendimento; Pt, precipitado; Sn, sobrenadante. 

A B C

Berg, 1996; D, Caribé e Campos, 1999. 
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 (continuação) 

Tabela 8. Plantas medicinais utilizadas nos ensaios antifúngicos e antibacterianos. 

Frações  
Nome científico 

 

 
Nome 

popular 

 
Parte 
usada 

 
Uso popular 

 
Método 

de 
extração 

 
Extrato 
aquoso 

Rdt (g%) 

Pt 
 (%)

Sn 
 (%)

Momordica 
charantia L. 

Cucurbitaceae)(

 
Melão-de-

são-
caetano 

 
 

flores e 
raízes 

 Decocto 
(30%) 

 
3,27 

 
18,0

 
82,0C, 

 R203749 (MN)

Folhas,
frutos, Brotoejas

 
 

  

 

 

Schinus molle L. 
(A )B     

 nacardiaceae
R-203741 (MN) 

 
Aroeira 

 
Folhas Erupções da

pele 
Decocto
(30%)

 
4,45 

 
7,7 

 
92,3

Schinus 
terebinthifolius 

(Anac ae)B

 
 

 
Folhas, 

 
flores 

 
 

 da 

 
 

 
 

Raddi 
ardiace

,     R-203740 
(MN) 

Aroeira caules e Doenças
pele 

Decocto
(30%)

 
 

8,96 

 
 

9,4 

 
 

90,6

Solanum sp. 
(Solanaceae)D,    

R-203746 (MN) 

 
M
da-praia 

 
frutos 

ma uros 

Abscessos, 
 e 
s 

da pele 

 
 

elancia-
Folhas, 
caules e

d

furúnculos
inflamaçõe

Extrato 
aquoso a

frio 
(80%) 

 
7,42 

 
48,4

 
51,6

 
R Pt, p do; renad
Re liográficas usadas: , Martins et al., 1995; B, Mors et al., 2000; C, van den 

bé e C mpos, 1999. 
 

 
 
 

dt, rendimento; 
ferências bib

recipita Sn, sob
A

ante. 

Berg, 1996; D, Cari

 

a
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Tabela 9. Plantas alimentícias utilizadas nos ensaios antifúngicos e antibacterianos.  

Frações  
Nome científico 

 

 
Nome 

popular 

 
Parte 
usada 

 
Uso popular 

 
Método 

de 

 
Extrato 
aquoso 

Pt 
 (%) 

Sn 
 (%) 

extração Rdt (g%) 
Anacardium  Anti-sifilítico,    

occidentale L. 
D(Anacardiaceae) ,  

R-20374  (MN) 

Cajueiro Folhas e 
frutos 

cicatrizante de 
feridas e 
úlceras 

Decocto 
(30%) 

 
7,62 

 
13,9 

 
 

86,1 
4

Averrohoa 
carambola L. 

(Oxalidaceae)D,    
R-

Car
 

olh
frutos 

Picadas de 
insetos 

Decoc
(7

5,
 

4
 

203750 (MN) 

 
ambola F as e 

  
to 

0%) 

 
55 1 ,2 85,8 

M  
o

 
ica

 
ec

(3

 
6,7

 
3

 angifera indica
L. 

(Anacardiaceae)A,  
R-204202 (MN) 

M
 

angueira F
 

lhas C trizante D octo 
0%) 

0 ,5 96,5 

Passiflora edulis 
Sims 

(Passifloraceae)D,  
M

R-20

  
olh
frutos 

ri
inflamaç

cutâneas 

ec
(30%

 
5,7

 
13

 

3743 (MN) 

aracujá F as e E
 

sipela e 
ões 

D
 
octo 

) 
9 ,5 86,5 

M
L. 

 
A Fr

mad

 
to

difícil

 
ec

(20

 
5,4

 
13

 alpighia glabra 

(Malpighiaceae)D,  
R-204590 (MN) 

cerola 
 

utos 
uros

Fru
cicatriz

s (suco): 
ação 

 

D octo 
%) 

1 ,9 86,1 

Xanthosoma 
sa  

 
Taioba 

 
Fol
au
ra

 
tap

r

 
xt
u
 

 
6,99 

 
56,8 

 
43,2 gittifolium (L.)

Schott. 
(Araceae)B,       

R-204203 (MN) 

has, 
les e 
ízes 

Ca
fuc

lasma em 
únculos 

E
aq

frio

rato 
oso a 
(70%)

Rosmarinus 
officinalis L. 

 
Alecrim 

Fol
caules 

lha
por decocção, 

 
Decocto 
(20%) 

 
4,19 

 
8,2 

 
91,8 

has e Fo s (chá  

(Labiatae) D,      pó): feridas e
R-203742 (MN) úlceras 
Bixa orellana L. 

(Bixaceae) D,      
 

Urucum 
Folhas 

caules e 
Sem

R-203747 (MN) sementes
 

entes (uso 
externo, chá 
por infusão): 
queimaduras 

 
Decocto 
(30%) 

 

 
5,85 

 
16,5 

 
83,5 

 
Rdt, rendimento; Pt, precipitado; Sn, sobrenadante. 

eferências bibliográficas usadas: A, Martins et al., 1995; B, Mors et al., 2000; C, van den 
erg, 1996; D, Caribé e Campos, 1999. 

 

R
B
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Tabela 10: Atividade antifúngica de plantas medicinais e alimentícias brasileiras 
 

 
HI (mm)*/MIC (µg.m -1l )**   

Plantas Fungos 
Extrato aquoso 

 
 Sob adan ren te 

Anacardium occidentale L. Cryptococcus neoforman (- 11s ) 12/ 0  

Ca 16/150  ndida albicans  

0  
) 

 
Momordica cha

 
 

rantia L. 
Cryptococcus neoformans 12/18

(-

Schinus m and s / 05 ) olle L. C ida albican 12 1   (-
Schinus terebinthifolius Raddi Cand s ida albican 15/120  (-) 

Solanum sp. Cryptococcus neoformans (-) 10/165 
Xanthosoma sagittifoli  (L.) 

Schot icho (-) 18/100 um
t. Tr phyto  rubrum n

Rosmarinus officinalis L. Trichophyton rubrum 5 12/110 9/20,
Bixa orellana L. Trichophyton rubrum (-) 10/40 

(-), ausência de
inibitória;   Contro
 

 í  
in mm 50 -1). 

ad cte  e   pla med s e
e

ativ ade inib
le positivo

id itória; *Hal
: anfoteric

o de inibição;  ** Concentração m nima
a B (HI: 20 / MIC: 9 µg.ml

 
Tabela 11. Ativid
alimentícias brasil

e antiba
iras. 

riana de xtratos totais e frações de ntas icinai  

 
HI (mm)*/MIC (µg.ml-1)**  

Plantas 
 

Bactérias 
Extrato aquoso 

  
Sobrenadante  

Crotalaria pallida Aiton eptococcus mutans
ATCC 25175 

 
18/120 

 
13/120  

Str  

Strept s 
A /130ococcus mutan

TCC 25175 20   
a

Staphy s 
ATCC 25923 19/130 

(-) Momordica ch
 
 

rantia L. 
lococcus aureu

 

Kalanchoe brasilie b. h s 
AT (-) 12/12,5 nsis Cam Stap ylococcus aureu

CC 25923  

Malpighia glabra L. hy us 
A (-) 10 /180 Stap lococcus aure

TCC 25923 
Solanum sp. 

ATCC 25923
Staphylococcus aureus 

 (-) 14/120 

Staphylococcus aureus 
A (-) 13/105 TCC 25923 

Rosmarinus officinalis L. 

Lactobacillus casei 10/30,5 (-) 
Bixa orellana L. Lactobacillus casei 8/9,8 (-) 

(-), ausência de atividade inibitória; *Halo de inibição; ** Concentração mínima inibitória; 
ontrole positivo: Vancomicina (HI: 10 mm/ MIC: 800 µg.ml-1). C
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ara os extratos aquosos ativos de Schinus molle (Candida albicans), Schinus 

tale 

(Cryptococcus neoformans). O asterisco indica os halos de inibição na bioautografia e 

valores de Rf elevados para Schinus molle e Schinus tere v is 

baix idental ncia ati lar. 

Conclusões 

1 – Tan tos aquos s sobre antes de as 

prese fúngica ou antibac . 

2 – A separação de macromol omoléc como é o o de 

osoma sagittifolium, 

Figura 14. Cromatogramas obtidos por CCF (A) e ensaio de bioautografia em CCF (B) 

p

terebintifolius (Candica albicans) e sobrenadante de Anacardium occiden

bintifolius. O alor de Rf ma

o para Anacardium occ e mostra que a substâ va  poé

 

 

to os extra os totais quanto o nad 47% d

plantas em estudo a ntam atividade anti  e/ teriana

éculas das micr ulas, cas

Anacardium occidentale, Solanum sp. e Xanth
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desencadeia o aparecimento de atividade. Em outros casos a atividade 

antifúngica desaparece, como foi observado para M. charantia, S. molle, 

S. terebinthifolius. 

3 – O mesmo pode ser dito para a atividade antibacteriana, a separação das 

macromoléculas como foi o caso de Kalanchoe brasiliensis, Malpigha 

glabra e Solanum sp. e Rosmarinus officinalis provoca o aparecimento 

de atividade. No entanto, essa atividade desaparece para Momordica 

charantia, Rosmarinus officinalis e Bixa orellana, ou ainda, é mantida 

como no caso de Crotalaria pallida. 

A. occidentale, S. molle and S. terebinthifolius e contra bactéria para 

Solanum sp. 

 

 

 

 

 

 

 

4 – A atividade de Momordica charantia perdeu-se após separação das 

macromoléculas tanto em relação aos fungos quanto bactérias. 

5 – A bioautografia permite a determinação da polaridade dos compostos 

ativos, como foi possível detectar os halos de inibição contra fungos para 
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Seçã

offic

 

indis

2004

ressu

med ana é nativa da América do Sul. As 

que é imos cem 

Cent

2000

popu ira no tratamento de processos inflamatórios, provocados 

or picadas de mosquitos, faringites, bronquites e feridas (Mors et al., 2000). 

osmarinus officinalis (alecrim) é nativo da região Mediterrânea e é 

specialmente cultivado em países de clima temperado desde Portugal até 

ustrália. É usado como um excelente tempero em comida, assim como 

edicamento (hepatoprotetor, antioxidante, colagoga, colerética, 

ntiespasmódico e diurético) (Girre, 2001). 

o II – Atividade antimicrobiana de Bixa orellana e Rosmarinus 

inalis contra MRSA e outros microrganismos patogênicos 

 Hoje em dia, como conseqüência dos problemas associados com o uso 

criminado de antibióticos, tais como resistência (Iyer e Jones, 2004; Farr, 

), o interesse em plantas com atividade antimicrobiana tem sido 

rgido (Machado et al., 2003). 

Bixa orellana e Rosmarinus officinalis são usados como alimento e 

icamento em muitos países. Bixa orell

suas sementes são usadas como corante conhecido no Brasil como urucum, 

 utilizado desde a antiguidade nesse continente e apenas nos últ

anos na Europa. Atualmente, Bixa orellana é também cultivada na América 

ral, África e Ásia para uso como um importante aditivo alimentar (Evans, 

; Mercadante et al., 1996). Adicionalmente, a Bixa orellana é usada pela 

lação brasile

p

R

e

A

m

a
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As substâncias antimicrobianas presentes em plantas talvez inibam os 

microrganismos por um mecanismo diferente dos antibióticos usados 

orrentemente e podem ter valor clínico no tratamento de cepas resistentes 

togênicos. 

 

c

(Elof, 1998). Portanto, plantas alimentícias como Bixa orellana e Rosmarinus 

officinalis podem ser incluídas na lista de plantas de interesse quando o 

assunto é resistência microbiana, pois elas apresentaram atividade contra 

MRSA e outros microrganismos pa

Resultados e discussão 

 

 O conhecimento sobre as bases genéticas e a distribuição geográfica 

de MRSA está bastante avançado. A sua importância tem sido bastante 

discutida durante anos e, talvez, por essa razão algumas infecções por MRSA 

têm sido rigorosamente controladas a taxas muito baixas, enquanto outros 

permitem taxas máximas da propagação e taxas de infecção muito elevadas 

(Farr, 2004). A vancomicina é a primeira droga de escolha para o tratamento 

de doenças infecciosas provocadas pelas cepas de MRSA, todavia o aumento 

do seu uso levou à resistência de enterococos e outras espécies (Sato et al., 

1997; Farr, 2004). Portanto, a procura de novos tratamentos contra as 

infecções por MRSA e outros microrganismos estimula a investigação de 

produtos naturais como uma alternativa. 
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Rosmarinus officinalis mostrou 

 melhor resultado com o maior halo de inibição (11 mm) e menor MIC (6 

o com o extrato aquoso de Bixa orellana e as outras 

ações dessas duas plantas (Tabela 12). 

ana contra Staphylococcus aureus. 

Os extratos aquosos totais de Bixa orellana e Rosmarinus officinalis 

foram selecionados para fracionamento guiado por bioensaio, depois que 

descobrimos que essas plantas apresentavam atividade contra MRSA. Os 

extratos aquosos e frações foram testados contra todos os microrganismos 

mencionados na parte experimental e alguns dos resultados em relação aos 

extratos aquosos e sobrenadantes já foram mostrados na seção I.  

 Para MRSA o extrato aquoso total de 

o

µg/ml) quando comparad

fr

O extrato etanólico das folhas e sementes de Bixa orellana foi descrito na 

literatura como tendo atividade contra Staphylococcus aureus e Candida 

albicans entre outros (Fleischer et al., 2003; Galindo-Cuspinera et al., 2003). 

Para o extrato hidroalcoólico (50%) da casca foi relatada atividade in vitro 

contra Neisseria gonorrhoeae (Cáceres et al., 1995). Mais recentemente 

Galindo-Cuspinera e Rankin (2005) conseguiram identificar através de 

bioautografia e CLAE-AFD-EM (cromatografia líquida de alta eficiência-

arranjo de fotodiodo-espectrometria de massas) como componentes 

majoritários de extratos aquosos obtidos a partir de amostras comerciais de 

Bixa orellana a 9’-cis-norbixina e trans-norbixina, que segundo eles é 

responsável pela atividade antimicrobi
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Nesse estudo a atividade antimicrobiana foi detectada no extrato aquoso total, 

no sobrenadante, e frações em acetato de etila, butanol e fração F9 bioativa.  

O extrato aquoso total, sobrenadante, fração butanólica e fração F9 

(bioativa) de Bixa orellana foram ativos contra a cepa de MRSA. O 

sobrenadante também inibiu Trichophyton rubrum, enquanto a fração em 

acetato de etila apresentou atividade contra Candida albicans (Tabela 12). 

A

et al., 1995; Montes e Wilkomirsky, 

(Kuhnt et al., 1995; Petersen e Simmonds, 2003; Walker et al., 2004). O 

 espécie Rosmarinus officinalis tem sido largamente estudada como 

antimicrobiana. Essa planta produz um óleo essencial amarelo claro cujo odor 

lembra a cânfora e que possui essa atividade (Panizzi et al., 1993; Boatto et 

al., 1994; Perruci et al., 1994; Larrondo 

1998; Mangena e Muyima, 1999). Pandit e Shelef (1994) descreveram que o 

óleo essencial de Rosmarinus officinalis, o extrato aquoso e a planta moída 

foram eficazes contra Listeria monocytogeneses. Collins e Charles (1987) 

investigaram a atividade antimicrobiana de dois antioxidantes extraídos das 

folhas dessa planta: carnosol, um diterpeno, e ácido ursólico, um ácido 

monocarboxílico de triterpeno pentacíclico. Em geral, o carnosol (150µg ml-1) 

mostrou-se mais eficaz do que o BHA (butil hidroxianisol) and BHT (butil 

hidroxitolueno), comumente usados como antioxidante em alimentos, contra 

Staphylococcus aureus e cinco outros microrganismos associados aos 

alimentos, e o ácido ursólico foi mais eficaz do que o BHT. O ácido 

rosmarínico também foi descrito como sendo uma substância antimicrobiana 
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estudo atual revelou que, além da atividade contra MRSA, Rosmarinus 

officinalis também foi ativo contra MSSA (sobrenadante), Lactobacillus casei 

(extra

rsa 

(Tabe

r

to aquoso total) e Trichophyton rubrum (extrato aquoso total e 

sobrenadante) (Tabela 12). 

A fim de identificar a composição química dos sobrenadantes de 

Rosmarinus officinalis e Bixa orellana foi realizada a CLAE de fase inve

la 13, Figura 15). A detecção foi executada nos comprimentos de onda 

de 254 nm e 332 nm à procura de substâncias fenólicas nas duas plantas 

(como ácido rosmarínico e flavonóides), e em 230 nm para Rosmarinus 

officinalis na busca de diterpenos como carnosol, rosmadial, ácido carnósico, 

carnosato de metila, isômeros de carnosol e flavonóides descritos por 

Okamura et al. (1994) e Señoráns et al. (2000). As substâncias e/ou classes de 

substâncias foram tentativamente identificadas pelos seus tempos de retenção 

(tR) e espectro de UV com base em dados publicados na literatura por outros 

autores (Señoráns et al., 2000; Ibañez et al., 2003; Mabry et al., 1970; 

Cuvelier et al., 1994; Parejo et al., 2004). Nós identificamos para Rosmarinus 

officinalis (detecção em comprimento de onda de 254 nm e 332 nm) em tR 

(min) 34,4 um pico com máximo de absorbância em UV de 284 nm 

compatível com osmanol, carnosol e ácido carnósico. Também foi observado 

em comprimento de onda 230 nm um pico tR (min) 47,0. Para esse pico o 

máximo de absorbância foi observado em 280 nm, como previamente descrito 

por Señoráns et al. (2000) para um derivado de carnosol com base nos 
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espectros de UV e espectros de massa característicos. Isso faz sentido, pois o 

ácido carnósico é considerado instável, sendo convertido em carnosol, 

rosmanol e epirosmanol em contato com o oxigênio do ar (Wenkert et al., 

1965; Okamura et al., 1994). O ácido rosmarínico também foi detectado nos 

comprimentos de onda de 254 nm e 332 nm em tR (min) 15,9 com máximo de 

absorbância de 218 nm e 322 nm como descrito por Parejo et al. (2004). Para 

Bixa orellana a maioria dos máximos de absorbância foram característicos de 

flavonóides, quando comparados com aqueles descritos por Mabry et al. 

(1970) (Tabela 13).  

A bioautografia permite a detecção guiada por bioensaio e ajuda na 

identificação de substâncias ativas de plantas. Os sobrenadantes das duas 

plantas foram submetidos a bioautografia apenas para MRSA, usando BAW 

8:1:1 para a eluição dos cromatogramas (CCF). Foi possível observar para a 

Bixa orellana um halo de inibição (Rf 0,68), mostrando que as substâncias 

responsáveis pela atividade anti-MRSA são ligeiramente apolares. A leitura 

em luz ultravioleta e revelação com sulfato cérico do segundo grupo de 

cromatogramas levaram a crer que se tratava de flavonóides (Figura 16). 

Esses achados foram confirmados por relatos prévios da presença de 

flavonóides em Bixa orellana e de substâncias ativas contra MRSA isoladas 

de Scutellaria barbata, tais como os flavonóides apigenina e luteolina 

(Harborne, 1975; Sato et al., 2000). Já o cromatograma de Rosmarinus 

officinalis mostrou um halo de inibição em Rf 0,16, sugerindo que as 
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substâncias eficazes contra o MRSA são muito polares. Finalmente, umas das 

substâncias mais polares detectadas pelo CLAE em TR (min) 15,9 é o acido 

rosmarínico.  

 

 

Rosmarinus officinalis  
 

Tabela 12: Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e frações de Bixa orellana e 

BO et BO s BO ae BO b RO et RO s 
Microrganismos 

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 

MRSA 7  10,7 8 14.3 (-) (-) 11 15,0 11  6,0  10 11,0 

MSSA (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 13  105,0 

Lactobacillus casei 8  9.8 (-) (-) (-) (-) (-) (-) 10  30,5  (-) (-) 

Candida albicans (-) (-) (-) (-) 12 30,0 (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Trichophyton rubrum (-) (-) 10 40,0 (-) (-) (-) (-) 9 20,5  12 110 

 
1 corresponde ao diâmetro do halo de inibição (mm), 2 corresponde ao MIC (concentração 
mínima inibitória em µg/ml), vancomicina foi usada como controle positivo para bactérias 

aquoso total; s, sobrenadante; ae, acetato de etila; b, butanol, (-) ausência de atividade 

T. rubrum) 950 µg/ml e 20 mm, respectivamente; MIC da vancomicina e halo de inibição 
(média para MRSA, MSSA e L. casei) 800 µg/ml e 10 mm, respectivamente. 
 
 

 

 

 

 

 

e anfotericina B para fungos; BO, Bixa orellana; RO, Rosmarinus officinalis; et, extrato 

inibitória. MIC da anfotericina B e diâmetro do halo de inibição (média para C. albicans e 
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Tabela 13. Parâmetros característicos de classes químicas e substâncias detectadas nos 
sobrenadantes de Rosmarinus officinalis e Bixa orellana analisadas por CLAE-AFD 
 

 

 
Amostras 

(Sobrenadantes) 
 

 
Comprimento 

de onda de 
detecção 

 (nm) 

 
Pico 
no

 
Tempo de 
retenção 

(min) 

 
Máximo de 
absorbância 

de UV 
(nm) 

 
Classes químicas 

/substâncias 
detectadas 

 
1 

 
15,9 

 
218, 322 

Ácido 
rosmarínico  

 
2 

 
34,4 

 
284 

Rosmanol, 
carnosol  ou 

ácido carnósico 
3 35,9 331 Desconhecido 
4 38,8 265, 335 Flavonóide  

 
 

254 and 332 *

5 41,3 265, 331 Flavonóide  

1 6,7 240 Desconhecido 
2 37,5 325 De nsco hecido 
3 47,0 286 Derivado de 

carnosol 
4 49,3 331 Desconhecido 

 
 
 

Rosmarinus 
officinalis L. 

 
 
 

230 **

5 57,3 288 Desconhecido 

1 3,4 217, 267 Desconhecido 
2 4,6 2 , 217 73 D oesconhecid  
3 15,3 221, 271 Desconhecido 
4 25,7 223, 277 Desconhecido 
5 32,4 223, 273, 339 Flavonóide 
6 34,9 221, 261, 354 Flavonóide 
7 37,1 254, 364 Flavonóide 
8 37,8 219, 263, 354 Flavonóide 
9 39,7 225, 250, 362 Flavonóide 

  
  
  

Bixa orellana L. 254 and 332 
***

10 40,7 221, 271, 339 Flavonóide 

 
Os máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na 
literatura: *, Mabry et al., 1970, Cuvelier et al., 1994, Señoráns et al., 2000, Ibañez et al., 
2003, Parejo et al., 2004; **, Señoráns et al., 2000, Ibañez et al., 2003; ***, Mabry et al., 
1970. Para as condições cromatograficas veja figura 15. 

 

 

 

 
100



 

   
   300 

   100 
 
       0 

 
   200 
 

(a) Sobrenadante de Rosmarinus officinalis

 
 
 
Figura 15. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos do sobrenadante de 
Rosmarinus officinalis t, (a) detecção por DAD em 254 nm e 332 nm, (b) detecção por 
DAD e  230 nm; e sobrenadante de Bixa orellana, (c) detecção por AFD em 254 nm e 
332 nm. Condições cromatográficas: Coluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, 
particula 5 µm, 4.6 x 250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a fase 
móvel era uma mistura de solvente A (0,1% acido orto-fosfórico em água) e solvente B 

etanol) de acordo com um gradiente, no qual os primeiros 20 minutos consistia de 30% 
de B e , finalmente 40% de B de 20 até 60 minutos. Ver identificação dos picos na tabela 6. 
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Figura 16. Cromatogramas obtidos por CCF revelados com sulfato cérico (A) e ensaio de 

bioautografia em CCF (B) para os sobrenadantes de Bixa orellana e Rosmarinus 

officin ão na bioautografia e valores de Rf elevado 

para rellana. O valor de Rf mais baixo para Rosmarinus officinalis mostra que a 

substâ  ativa é polar. 

A B A B  
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Conclusões 

 

 – Contra MRSA (6 µg/ml) o melhor resultado foi para o extrato aquoso total 

de Rosmarinus officinalis. 

2 – Os resultados obtidos por CLAE, bioautografia e CCF sugerem que as 

substâncias responsávei  contra MRSA 

são flavonóides. 

3 – Utilizando a m  anterior, os resultados obtidos 

para o ácido 

rosmarínico e carnosol podem r responsáveis pela atividade 

antimicro planta, pois e ra  descritas 

previamente por apresentar tal atividade. No entanto, a maior 

 

 

1

s pela atividade de Bixa orellana

esma metodologia do item

Rosmarinus officinalis sugerem que substâncias com

 se

biana dessa ssas substâncias fo m

probabilidade é que a atividade contra o MRSA esteja ligada ao ácido 

rosmarínico baseado nos resultados obtidos a partir da bioautografia, que 

mostrou serem as substâncias ativas extremamente polares. 
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CAPÍTULO II 



 

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

Este capítulo versa sobre o estudo da atividade antioxidante das 

espécies de plantas que apresentaram atividade antimicrobiana, exceto Bixa 

orellana. Para fins didáticos essas espécies foram classificadas em plantas 

alimentícias (seção I) e plantas medicinais (seção II). 

 Foram avaliados como seqüestradores de radicais livres os 

sobrenadantes (obtidos pela precipitação por etanol a partir dos extratos 

aquosos totais) das plantas alimentícias: Anacardium occidentale L. (cajueiro; 

folhas e frutos), Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott. (taioba; folhas, caules e 

tubérculos), Malpighia glabra L. (acerola; frutos), assim como Rosmarinus 

officinalis L. (alecrim; folhas e caules). 

Com relação às plantas medicinais foram estudados: os extratos 

aquosos totais das folhas de Schinus molle L. (aroeira), as folhas, caules e 

flores de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) e os sobrenadantes, obtidos 

por precipitação por etanol dos extratos aquosos totais, das folhas, caules e 

frutos verdes de Solanum sp. (melancia-da-praia), folhas, flores e frutos de 

Crotalaria pallida Aiton (chocalho-de-cascavél) e folhas de Kalanchoe 

brasiliensis Camb. (courama-branca) foram avaliados como seqüestradores de 

radicais livres.  
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Foram realizadas CLAE-AFD (Cromatografia Líquida de Alta 

ficiência –Arranjo de Fotodiodo) desses extratos totais e frações para a 

identi

tícias brasileiras ativas 

contra

bios metabólicos que conduzem às 

doenç

idante delas é essencialmente interessante. Portanto, plantas 

alimentícias como Anacardium occidentale (cajueiro), Xanthosoma 

sagittifolium (taioba), Malpighia glabra (acerola) e Rosmarinus officinalis 

E

ficação do conteúdo flavonoídico, objetivando comparar com a 

atividade antioxidante e antimicrobiana.  

 

Seção I – Atividade antioxidante de plantas alimen

 fungos e/ou bactérias 

 

A demonstração dos efeitos benéficos de dietas vegetarianas aumenta 

continuamente. Os alimentos funcionais fornecem uma oportunidade de 

combinar alimentos de alta qualidade com moléculas biologicamente ativas 

como estratégia na correção de distúr

as crônicas (Rajaram e Sabaté, 2000; Walzem, 2004). A suplementação 

externa através de antioxidantes é recomendada para proteger as células dos 

efeitos deletérios dos EROs (Naik et al., 2004). Esses antioxidantes podem ser 

encontrados em frutas e legumes ricos em vitamina C, β-caroteno e também 

carotenóides, assim como compostos fenólicos como flavonóides e 

fenilpropanóides (Rice-Evans, 1996). Um conhecimento mais aprofundado 

sobre o conteúdo flavonoídico de plantas alimentícias e sobre o potencial da 

atividade antiox

 
106



 

(alecri

anta nativa do Brasil. Ela 

m um papel econômico importante nas regiões Norte e Nordeste, mas 

a de caju, largamente consumida em todo o 

undo. Adicionalmente, como matéria-prima secundária, o pseudofruto é 

proces

m) previamente estudadas como portadoras de atividade antimicrobiana 

(ver capítulo I) podem ser incluídas na lista de plantas de interesse em relação 

ao conteúdo flavonoídico e atividade antioxidante. 

A espécie Anacardium occidentale L. é uma pl

te

também é encontrada em países como Moçambique, Índia e Quênia. O seu 

produto principal é a castanh

m

sado em suco que é bem aceito pela população de alguns países 

(Assunção, & Mercadante, 2003). A espécie Xanthosoma sagittifolium (L.) 

Schott é comumente conhecida como taioba. São tubérculos tropicais 

cultiváveis, ricos em amido, largamente distribuídos no oeste da África, 

América tropical e Ásia (Duru e Uma, 2003). A espécie Malpighia glabra L., 

é conhecida como acerola. Os seus frutos têm importância comercial e 

nutricional nos trópicos e é uma fonte natural de vitamina C (Barros et al., 

2004). A quarta espécie estudada, Rosmarinus officinalis L., é um condimento 

largamente utilizado pela população ocidental e que possui capacidade 

antioxidante bem conhecida (Sáenz-López et al., 2002). 

A presente seção tem o objetivo de investigar a atividade antioxidante 

dos frutos e folhas do cajueiro (Anacardium occidentale L.), das folhas, 

caules e tubérculos de taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott.), dos 

frutos de acerola (Malpighia glabra L.) e dos caules e folhas de Rosmarinus 
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officinalis L., e comparar o conteúdo flavonoídico (fenólicos) dessas plantas 

tanto com a atividade antioxidante como com a atividade antimicrobiana.  

 

Resultados e discussão 

metabólitos, o decocto (Anacardium occidentale e Rosmarinus officinalis) e o 

extrato aquoso (Xanthosoma sagittifolium e Malpighia glabra) foram 

químicos foram identificados tentativamente pelos seus tempos de retenção 

(T ) e espectros de UV baseados em dados publicados previamente na 

Trugo, 2004). A rutina apresentou T  (min) 34,5 e máximos de UV 206, 261 e 

356 nm,enquanto a quercetina mostrou T  (min) 39,3 e máximos de UV 206, 

 

Os extratos aquosos das plantas são compostos de macro e 

micromoléculas (ver capítulo I, pág. 78). A fim de separar esses dois tipos de 

submetidos à precipitação por etanol como descrito na parte experimental. O 

conteúdo flavonoídico dos sobrenadantes, rico em micrometabólitos, foi 

analisado por CLAE-AFD (Tabela 14, Figuras 17 e 18). Os constituintes 

R

literatura por outros autores (Mabry et al., 1970; Tyman, 1978; Rahman et al., 

1978; Murthy et al., 1982; Okamura et al., 1994; Zapesochnaya et al., 2002; 

Picerno et al., 2003; Klika et al., 2004; Méndez et al., 2004; Vendramini e 

R

R

256 e 372 nm. Esses dois flavonóis foram usados como padrões. Cinco picos 

correspondentes a flavonóides foram detectados para o sobrenadante de 

Anacardium occidentale e três a classes de substâncias desconhecidas (Tabela 
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14). O sobrenadante de Xanthosoma sagittifolium mostrou dois picos 

atribuíveis a classes de substâncias desconhecidas e dois outros assinalados 

como flavonóides. Rosmarinus officinalis apresentou um pico atribuível ao 

anol, carnosol ou ácido carnósico, um a 

sconhecida e dois característicos de flavonóides. O 

sobrenadante de 

máximos de UV característicos de flavonóides e apenas um pertencente a 

classes de substâncias desconhecidas. O baixo conteúdo flavonoídico de 

(decocto). 

 De acordo com Mabry et al. (1970) os espectros de UV fornecem 

flavonóis com a hidroxila em 3 livre - entre 352 e 385 nm. Um aumento da 

oxigenação no anel B produz um deslocamento batocrômico na Banda I. Por 

de oxidação, a rutina e a quercetina que apresentam duas hidroxilas no anel B 

ácido romarínico, um outro ao rosm

classe de substância de

Malpighia glabra não apresentou nenhum pico com 

Xanthosoma sagittifolium e Malpighia glabra está de acordo com o método 

de extração (extrato aquoso a frio), pois o uso de aquecimento melhora a 

extração de flavonóides como foi o caso de Anacardium occidentale 

informação sobre o tipo de flavonóide assim como o seu padrão de oxidação. 

Portanto, os espectros de UV para flavonas no anel B ou Banda I variam entre 

304 e 350 nm, flavonóis 3-hidroxilados substituídos entre 328 e 357 nm, e 

exemplo, a rutina é um flavonol 3-hidroxilado substituído (359 nm) e 

apresenta uma banda de absorbância em UV mais baixa do que a quercetina, 

um flavonol com a hidroxila em 3 livre (370 nm). No que concerne ao padrão 
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têm deslocamento batocrômico para a Banda I quando comparadas a vitexina 

(336 nm) que possui apenas uma hidroxila. 

 Os metabólitos secundários de Anacardium occidentale foram 

previamente estudados. Especialmente aqueles presentes na casca da castanha 

de caju (conhecido como LCC), um material bruto rico em fenólicos usado na 

preparação de certas resinas sintéticas e plásticos (Murthy et al., 1982). O 

LCC contem uma grande quantidade de fenóis alquilados de cadeia longa 

(Murthy et al., 1968; Tyman, 1973; Tyman, 1978), ácidos fenólicos (Murthy 

et al., 1968; Tyman, 1978) e flavonóides (Rahman et al., 1978; Murthy et al., 

1982). A partir das flores foram isolados galato de etila, quercetina e 

hiperosídeo. Além das substâncias anteriores, exceto pela quercetina, galato 

de metila, e β-sitosterol foram isolados das folhas em brotação (Subramanian 

 al.et , 1969). Dados publicados na literatura mostram os máximos de 

absorbância em UV de algumas substâncias fenólicas previamente isoladas de 

Anacardium occidentale. Por exemplo, o máximo de absorbância em UV do 

cardol (fenol alquilado de cadeia longa) é 277 nm, o cardanol (também um 

fenol alquilado de cadeia longa) 275 nm e o ácido anacárdico (um ácido 

fenólico) 306 nm (Tyman, 1978);enquanto os máximos de absorbância em 

UV do occidentosídeo (flavonóide) são 282 e 370 nm, (-) salipurposídeo 

(flavonóide) 227 e 283 nm, prunina-6´´-O-p-cumarato (flavonóide) 285 e 314 

nm, e narigenina (flavonóide) 289 e 326 nm (Mabry et al., 1970; Rahman et 

al., 1978; Murthy et al., 1982; Zapesochnaya et al., 2002). Além disso, o 
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máximo de absorbância em UV do galato de etila é 270 nm, hiperosídeo 257 e 

362 nm e galato de metila 260 nm (Mabry et al., 1970; Klika et al., 2004; 

Méndez et al., 2004). Nós observamos que os máximos de absorbância em 

UV podem exibir pequenas variações dependendo do solvente usado. 

Portanto, os máximos de absorbância em UV que nós obtivemos para a rutina 

e quercetina não foram idênticos àqueles encontrados na literatura, ou seja, 

266 e 359 nm para a rutina e 255 e 370 nm para a quercetina (Mabry et al., 

1970). A substância detectada em TR (min) 30,5 e máximo de absorbância em 

UV de 215 e 281 nm foi assinalada como um flavonóide, mais precisamente 

uma flavanona, a partir da sua absorção para a Banda I e II e do seu tempo de 

retenção que podem ser comparados ao (-) salipurposídeo (227 e 283 nm) 

(Zapesochnaya et al., 2002). O flavonóide em TR (min) 35,2 apresentou os 

mesmos máximos de absorbância em UV que a rutina para as Bandas I e II.    

 A maioria dos estudos sobre a composição de Xanthosoma sagittifolium 

focaliza em fatores não-nutricionais e/ou toxinas (Pinto et al., 2001; Sefa-

Dedeh e Agyir-Sackey, 2004) como fenóis (Agbor-Egbe e Rickard, 1990; 

Temgo e Boyomo, 2002) e carotenóides (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 

1990), e fatores nutricionais como carboidratos (Graziano et al., 1992; Sefa-

Dedeh e Agyir-Sackey, 2004) e proteínas (Damme et al., 1995; Goldstein, 

2002; Sefa-Dedeh e Agyir-Sackey, 2004). Existem relatos de três cultivares 

diferentes de taioba distinguidos uns dos outros pela cor interna do tubérculo 

(vermelha, branca e amarela). O de cor amarela é o mais rico em fenóis e foi 
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relatado como sendo o cultivar mais resistente contra a levedura Pythium 

myriotylum (Temgo e Boyomo, 2002). Os flavonóides detectados pela CLAE-

AFD nesse trabalho para Xanthosoma sagittifolium (cor interna do tubérculo 

branca) apresentaram máximos de absorbância em UV próximos daqueles 

descritos para uma flavona C-glicosilada (apigenina 6-C-β-D-glucopiranosil 

8-C-β-D-apiofuranosídeo) previamente isolada de Xanthosoma violaceum e 

também próximo da vitexina (Picerno et al., 2003) (Tabela 14). 

Embora os frutos de Malpighia glabra sejam conhecidos por conterem 

grandes quantidades de vitamina C, sob as condições de CLAE-AFD usadas 

nesse trabalho, ela não foi detectada. Também não foram detectados 

flavonóides. Segundo Silva (1999) tanto o ácido ascórbico quanto as 

antocianinas presentes no suco de acerola são extremamente sensíveis à 

temperatura, mudança de pH e tempo de armazenamento. Portanto, o fato de 

haver separado as macromoléculas das micromoléculas pela precipitação por 

etanol deve ter contribuído para um efeito negativo na concentração de ácido 

ascórbico e antocianinas. Além disso, um trabalho recente publicado por 

Vendramini e Trugo (2004) relatou sobre o conteúdo de antocianinas, 

quercetina, kaempferol e ácidos fenólicos da pele do fruto maduro de acerola, 

usando metanol acidificado para a extração, e condições de CLAE diferentes, 

incluindo o comprimento de onda de detecção, mais adequados para 

antocianinas. Isso pode explicar o porque da ausência de flavonóides, pois 

muitos deles são antocianinas e o nosso método de extração e condições de 
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CLAE não foram os mesmos. O único pico em TR (min) 3,4 com máximo de 

absorbância em UV de 242 nm não era característico de vitamina C (265 nm) 

(Zhao et al., 2004).  

Os resultados da detecção química e comparação com os dados 

publicados na literatura para Rosmarinus officinalis já foram discutidos no 

capítulo I (pág. 96). No entanto,  além das substâncias discutidas no capítulo 

anterior, vale a pena ressaltar que os flavonóides isolados dessa planta até o 

presente momento são luteolina 3`-O-β-D-glucoronídeo (os máximos de 

absorbância em UV são 269 e 345 nm), luteolina (os máximos de absorbância 

em UV são 242, 253, 267 nm e 349 nm), luteolina 3`-O-(4``-O-acetil)-β-D-

glucoronídeo (os máximos de absorbância em UV são 208, 269 e 337 nm), 

luteolina 3`-O-(3``-O-acetil)-β-D-glucuronídeo (os máximos de absorbância 

em UV são 284 e 336 nm) (Okamura et al., 1994; Mabry et al., 1970). 

Comparando esses dados com os picos relativos a flavonóides no nosso 

experimento é possível dizer que eles são derivados da luteolina (Tabela 14). 

 A substância DPPH (radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila) é um radical 

livre largamente usado para testar a capacidade seqüestradora de radical livre 

de amostras extraídas de plantas por um mecanismo de doação de hidrogênio 

(Sakanaka et al., 2005; Lo e Cheung, 2005). O uso do radical estável de 

DPPH tem a vantagem de não ser afetado por reações secundárias como 

inibição de enzimas e quelação por metais (Wettasinghe e Shahidi, 1999). O 

Gráfico 1 mostra a percentagem da capacidade seqüestradora de radicais 
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livres dos sobrenadantes em 1000 µg/ml, 100 µg/ml e 10 µg/ml. Anacardium 

occidentale e Malpighia glabra mostraram capacidade seqüestradora de 

radicais livres acima de 90% nas concentrações de 1000 µg/ml e 100 µg/ml. 

Essa a

 

tividade diminuiu na concentração de 10 µg/ml para os sobrenadantes 

das duas plantas, no entanto Anacardium occidentale manteve sua atividade 

em quase 50%. Rosmarinus officinalis mostrou a terceira melhor atividade 

antioxidante. Na concentração de 100 µg/ml de amostra tanto Rosmarinus 

officinalis quanto Malpighia glabra mostraram melhor atividade antioxidante 

do que o BHT. O Xanthosoma sagittifolium mostrou a atividade antioxidante 

mais baixa na concentração de 1000 µg/ml (70%) e menor do que 20% nas 

concentrações de 100 µg/ml e 10 µg/ml pelo método do DPPH. Quando se 

compara a atividade antioxidante com o conteúdo flavonoídico, o 

sobrenadante de Anacardium occidentale apresentou a maior quantidade de 

flavonóides e melhor atividade antioxidante. No entanto, o sobrenadante dos 

frutos de Malpighia glabra, pobre em flavonóides, exibiu a segunda melhor

atividade antioxidante, mostrando que as substâncias responsáveis pela 

atividade antioxidante não são flavonóides detectáveis sob as nossas 

condições de análise. O conteúdo baixo de flavonóides mostrados pelo 

CLAE-AFD em Xanthosoma sagittifolium corrobora com a sua atividade 

antioxidante menor. Rosmarinus officinalis apresentou apenas dois picos 

detectáveis para flavonóides, no entanto sabe-se que a sua atividade 
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antioxidante está também relacionada a diterpenos fenólicos como carnosol, 

ácido carnósico, metil carnosato, rosmanol e isorosmanol (Sáenz-López et al., 

1997; Señoráns et al., 2000; Basaga et al., 1997). Extratos de Rosmarinus 

officinalis são usados, na prática, na prevenção da autoxidação dos alimentos 

(Basaga et al., 1997). 

 Quando acontece uma infecção ou danos físicos muitos processos de 

defesa das plantas são ativados. Algumas substâncias são produzidas 

imediatamente,enquanto as fitoalexinas estão presentes apenas depois de dois 

a três dias. As substâncias fenólicas geralmente têm atividade antimicrobiana 

significante assim como os flavonóides (Basile et al., 1999; Cowan, 1999; 

Sato et al., 2000; Martini et al., 2004). Nesse estudo podemos observar pela 

CLAE que o sobrenadante obtido a partir do extrato aquoso das folhas e 

frutos de Anacardium occidentale, ativo contra Cryptococcus neoformans 

(ver capítulo I, pág. 90), é rico em flavonóides. O sobrenadante das folhas 

caules e tubérculos de Xanthosoma sagittifolium provou ser ativo contra 

Trichophyton rubrum (ver capítulo I, pág. 90) revelou apenas traços de 

flavonóides, embora Temgo e Boyomo (2002) tenham observado que os 

clones dessa planta resistentes contra Pythium myriotylum tivessem um 

conteúdo fenólico maior do que os clones tolerantes e sensíveis. O 

sobrenadante dos frutos de Malpighia glabra ativos contra Staphylococcus 

aureus (ver capítulo I, pág. 90) não mostrou a presença de nenhum flavonóide 
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detectável sob as nossas condições de CLAE (Tabela 14 e Figura 18). O 

CLAE-AFD de Rosmarinus officinalis (Figura 18) revelou a presença de 

diterpenos fenólicos e de flavonóides que devem contribuir para a atividade 

antimicrobiana (ativa contra Trichophyton rubrum, MSSA, MRSA, 

Lactobacillus casei) dessa planta (ver capítulo I, pág. 99).  
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Tabela 14. Parâmetros característicos de classes químicas e substâncias detectadas nos 

folhas caules e tubérculos de Xanthosoma sagittifolium e folhas e caules de Rosmarinus 
officinalis analisadas por CLAE-AFD 
 

sobrenadantes das folhas e frutos de Anacardium occidentale, frutos Malpighia glabra, 

 
Amostras 

(Sobrenadantes) 
 

 
Atividade 

antimicrobiana  

 
Pico
no

 
Tempo 

de 
retenção 

(min) 

 
Máximo e d
absorbância 

de UV 
(nm) 

 
Classes 

químicas/ 
substâncias 
detectadas 

1 3,4 223 Desconhecido 
2 4,9 213, 273 Desconhecido 
3 7,8 204, 263 Desconhecido 
4 30,5 215, 281 Flavanona 
5 35,2 261, 356 Flavonol 
6 35,6 265, 356 Flavonóide 
7 38,1 261, 352 Flavonóide 

 
 
 

Anacardium 
occidentale L. 

 
 

 
*Antifúngica 

(Cryptococcus 
neoformans) 

 
 8 41,2 265, 344 Flavonóide 

1 3,2 221 Desconhecido 
2 3,9 242 Desconhecido 
3 24,8 213, 271, 

335 
Flavona 

 
Xanthosoma 
sagittifolium 
(L.) Schott. 

 
*Antifúngica 
(Trichophyton 

rubrum) 
 4 28,8 271, 335 Flavona 

Malpighia 
glabra L. 

**Antibacteriana 
(Staphylococcus 

aureus) 

 
1 

 
3,4 

 
242 

 
Desconhecido 

1 15,9 218,322 Ácido 
rosmarínico 

2 34,4 284 Rosmanol, 
carnosol ou 

ácido carnósico 
3 35,9 331 Desconhecido 
4 38,8 265,335 Flavonóide 

 
 

Rosmarinus 
officinalis L. 

*Antifúngica 
(Trichophyton 

rubrum) 
**Antibacteriana 
(MSSA, MRSA, 

Lactobacillus casei) 

5 41,3 265,331 Flavonóide 

 
Os máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na literatura 

abry et al., 1970; Tyman, 1978; Murthy et al., 1982; Zapesochnaya et al., 2002; 
ahman et al., 1978; Klika et al., 2004; Méndez et al., 2004; Picerno et al., 2003; 
endramini e Trugo, 2004; Okamura et al., 1994). Para as condições cromatograficas veja 
guras 17 e 18. 
 Schmourlo & Mendonça-Filho et al., 2005.  
*Schmourlo & Mendonça-Filho et al., submetido.  
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Figura 17. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos dos sobrenadante de 
(a) Anacardium occidentale, (b) Xanthosoma sagittifolium detecção por AFD em 254 nm e 
332 nm. Condições cromatográficas: Coluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, 
particula 5 µm, 4.6 x 250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a 
eluição for realizada com uma mistura de 0,01% ácido orto-fosfórico em água/metanol em 
gradiente 70:30 até os 20 minutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. Ver identificação 
dos picos na tabela 14. 
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Figura 18. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos dos sobrenadantes de 
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(c) Malpighia glabra e (d) Rosmarinus officinalis detecção por AFD em 254 nm e 332 nm. 
Condições cromatográficas: Coluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, particula 5 
µm, 4.6 x 250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a eluição for 
realizada com uma mistura de 0,01% ácido orto-fosfórico em água/metanol em gradiente 
70:30 até os 20 minutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. Ver identificação dos picos na 
tabela 14. 
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Gráfico 1. Atividade sequestradora de radicais livres dos sobrenadantes de (1) folhas e 
frutos de Anacardium occidentale, (2) folhas, caules e tubérculos de Xanthosoma 
s um, (3) frutos de Malpighia glabra, (4) folhas e caules de Rosmarinus officinalis 
e (5) BHT [2,6-di-(terc-butil)-4-metilfenol] nas concentrações de (a) 1000 µg/ml, (b) 100 
µg/m  e (c) 10 µg/ml pelo método do DPPH. Rutina, quercetina e acido gálico foram 
usados como controle positivo (100%). Os valores são médias aritméticas (n=3) 
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Conclusões 

 

1 – Podemos concluir que o conteúdo flavonoídico pode influenciar na 

atividade antioxidante co foi o caso para Anacardium occidentale e 

Xanthosoma sagittifolium.   

2 - Em relação a Malpigh abra a atividade antioxidante não está 

relacionada ao conteúdo flavonoídico detectável pelo método de CLAE 

utilizado. 

3 – O conteúdo flavonoídico não parece influenciar na atividade 

ntimicrobiana de Xanthosoma sagittifolium.  

 

 

 

mo 

ia gl

a

4 – Rosmarinus officinalis parece ter a sua atividade antimicrobiana e 

antioxidante relacionada ao seu conteúdo em diterpenos fenólicos, ácido 

romarínico e flavonóides. 
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Seção II – Atividade antioxidante de plantas medicinais brasileiras ativas 

ontra fungos e/ou bactérias 

 invasões microbianas (Grayer e Harborne, 1994; 

tinas) ou induzidos após infecção 

razão foram definidas como 

ntas contendo substâncias bioativas tem se tornado 

ma das abordagens mais importantes na medicina preventiva (Osato et al., 

993). Embora muitos antibióticos tenham sido descobertos em plantas, a 

arantia da ausência de efeitos colaterais e a resistência microbiana 

requerem a busca constante de antimicrobianos clinicamente úteis. No 

ntanto, ainda existe uma grande lacuna relativa aos efeitos farmacológicos e 

omposição química de plantas. Plantas como Schinus molle, Schinus 

rebinthifolius, Solanum sp., Crotalaria pallida e Kalanchoe brasiliensis 

om comprovada atividade antimicrobiana (ver capítulo I, pág. 90) também 

c

 

 As plantas têm desenvolvido um enorme arsenal químico para 

sobreviver aos ataques pelas

Zipfel e Felix, 2005). Isso inclui tanto barreira física quanto química na 

presença ou acumulo de metabólitos antimicrobianos. Esses metabólitos são 

pré-sintetizados pela planta (proibi

(fitoalexinas). As fitoalexinas também podem ser induzidas por fatores 

abióticos como radiação UV, e por essa 

¨antibióticos¨ formados na planta por metabolismo induzido bioticamente ou 

em resposta a fatores químicos e ambientais (Martini et al., 2004).  

O uso em humanos de pla

u

1

falta de g

e

c

te

c
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podem ser incluídas na lista de plantas de interesse em relação ao conteúdo 

flavonoídico e antioxidante.  

 A espécie Schinus molle L. é nativa da América do Sul e Central. Essa 

éci

 sido 

esp e tem sido aclimatada com sucesso em diferentes regiões tropicais e 

subtropicais do mundo, incluindo algumas partes da Europa. Os frutos secos 

são usados como substituto da pimenta-do-reino e as folhas servem como 

corantes. Os frutos e as folhas são usados na medicina tradicional (Yueqin et 

al., 2003). Schinus terebinthifolius Raddi é também nativa da América do Sul 

e Central. Foi introduzida na Flórida, nos Estados Unidos (Lloyd et al., 1977), 

onde é considerada uma planta perturbadora da flora natural local. No Brasil, 

é amplamente cultivada na arborização de ruas e praças e também utilizada na 

medicina caseira (Lorenzi e Matos, 2002). O gênero Solanum tem

extensivamente estudado.  Solanum tuberosum e Solanum lycopersicum são 

as plantas mais representativas desse gênero pela sua utilização como 

alimento, apresentando na literatura vasto estudo químico e farmacológico 

(Lorenzi e Matos, 2002). Crotalaria pallida Aiton é uma planta freqüente em 

quase todo o território brasileiro em pastagens de beira de estradas. Suas 

sementes são consideradas tóxicas ao gado. É esporadicamente cultivada para 

cobertura do solo e como adubo verde, tendo o poder de controlar nematóides 

(Lorenzi, 2000). A espécie Kalanchoe brasiliensis Camb. é uma planta 

medicinal brasileira da família Crassulaceae, largamente utilizada na 
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medicina popular para o tratamento de processos inflamatórios crônicos e na 

cicatrização de feridas da pele (Ibrahim et al., 2002).  

Pozzo-Balbi et al., 1978; Niwa et al., 1986; Hayashi et al., 1989; Costa et al., 

 Nessa seção tem-se o objetivo de avaliar a atividade antioxidante das 

espécies de plantas medicinais Schinus molle, Schinus terebinthifolius, 

Solanum sp., Crotalaria pallida e Kalanchoe brasiliensis e correlacionar o 

conteúdo flavonoídico (fenólicos) dessas plantas à atividade antioxidante 

quanto e à atividade antimicrobiana. 

 

Resultados e discussão 

 

Os extratos aquosos totais das folhas de Schinus molle (decocto 30%), 

das folhas, caules e flores de Schinus terebinthifolius (decocto 30%); e os 

sobrenadantes, obtidos a partir da precipitação por etanol dos extratos aquosos 

totais como descrito na parte experimental (pág. 60), das folhas, caules e 

frutos verdes de Solanum sp. (extrato aquoso a frio 80%), folhas, flores e 

frutos de Crotalaria pallida (decocto 40%) e folhas de Kalanchoe brasiliensis 

(extrato aquoso a frio 20%) tiveram seus conteúdos flavonoídicos analisados 

por CLAE-AFD (Tabelas 15 e 16 e Figuras 19, 20 e 21). Os constituintes 

químicos foram identificados tentativamente pelos seus tempos de retenção 

(TR) e espectros de UV baseados em dados publicados previamente na 

literatura por outros autores (Mabry et al., 1970; Dominguez et al., 1971; 
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1994; Weng et al., 2002; Yueqin et al., 2003; Weng et al., 2003). A rutina 

apresentou TR (min) 34,5 e máximos de UV 206, 261 e 356 nm,enquanto a 

 picos correspondentes a substâncias ou 

rupo de substâncias desconhecidas e um emaranhado de picos também de 

s. O sobrenadante de Solanum sp. revelou três picos 

aracterísticos de flavonóides e dois pertencentes a classes de substâncias 

descon

quercetina mostrou TR (min) 39,3 e máximos de UV 206, 256 e 372 nm, os 

dois flavonóis foram usados como padrões. Três picos correspondentes a 

flavonóides foram detectados para o extrato aquoso total de Schinus molle e 

seis a classes de substâncias desconhecidas (Tabela 15). O extrato aquoso de 

Schinus terebinthifolius mostrou seis

g

substâncias desconhecida

c

hecidas. O sobrenadante de Crotalaria pallida apresentou três picos de 

substâncias desconhecidas e dois característicos de flavonóides. E finalmente, 

o sobrenadante de Kalanchoe brasiliensis exibiu a maior quantidade de picos 

característicos da classe dos flavonóides (6 picos) e apenas três pertencentes a 

classe de substâncias desconhecidas. 

Os principais componentes isolados dos frutos de Schinus molle são 

triterpenos, principalmente cetoácidos (Pozzo-Balbi et al., 1978; Yueqin et 

al., 2003). Ácido lignocérico e β-sitosterol foram isolados dos caules e folhas 

dessa planta (Dominguez et al., 1971). Uma biflavona foi isolada dos frutos 

(Pozzo-Balbi et al., 1978; Yueqin et al., 2003). A partir de uma fração apolar 

das folhas foi isolada uma cetona sesquiterpênica monocíclica (Delvalle e 

Schwenker, 1986). Foi possível obter os máximos de absorbância em UV de 
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algumas dessas substâncias isoladas em dados publicados na literatura. Os 

triterpenos – os ésteres metílicos dos ácidos 3-epi-isomasticadienolálico, 

isomasticadienodiólico  

e 3-epi-isomasticadienodiólico - exibem máximos de absorbância em 212 nm, 

208 nm e 212 nm, respectivamente (Pozzo-Balbi et al., 1978; Yueqin et al., 

2003). O máximo de absorbância para o ácido lignocérico é 212 nm 

(Dominguez et al., 1971). Finalmente, o máximo de absorbância da biflavona 

chamaejasmina é 296 nm (Niwa et al., 1986; Yueqin et al., 2003). Nenhuma 

das substâncias citadas acima fora detectada pelo método utilizado (Tabela 

15). 

Estudos dos constituintes químicos de Schinus terebinthifolius levaram 

ao isolamento de schinol, terebintona (Kaistha e Kier, 1962; Kier et al., 

1963), ácido masticadienóico, sitosterol e simiarenol (Campello e Marsaioli, 

1974), bauerenona, ácido terebentifólico (Campello e Marsaioli, 1975), 

pentagaloilglucose (Hayashi et al., 1989) e outros terpenos (Lloyd et al., 

1977). O único máximo de absorbância em UV encontrado na literatura foi 

para a pentagaloilglucose em 280 nm (Hayashi et al., 1989). Esse máximo de 

absorbância corresponde a alguns picos do cromatograma de CLAE-AFD do 

nosso estudo (Tabela 15). 

O gênero Solanum tem sido extensivamente estudado.  Solanum 

tuberosum e Solanum lycopersicum são as plantas mais representativas desse 

gênero pela sua utilização como alimento, apresentando na literatura vasto 
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estudo químico e farmacológico (Lorenzi e Matos, 2002). A planta desse 

estudo é conhecida localmente no Estado do Maranhão como melancia-da-

praia, no entanto não foi possível classificá-la além do gênero. Mas, acredita-

bância com relatos da literatura. 

 

tafurano E em 243, 256 e 286 nm (Weng et al., 

2002; 

se que seja a Solanum aculeatissimum ou Solanum palinacanthum pela 

visualização de fotos em livros. Para a espécie Solanum aculeatissimum já 

foram isolados glicosídeos esteroidais aculeatisídeo A e B (Saijo et al., 1983), 

porém os máximos de absorbância em UV dessas substâncias não foram 

publicados até o presente momento e não foi possível a partir dos picos 

detectados, por CLAE-AFD nesse estudo, correlacionar os máximos de 

absor

Algumas substâncias tem sido isoladas a partir de Crotalaria pallida. 

Os flavonóides pterocarpanos (isoflavonóides), apigenina (flavona), 

genisteína (isoflavona) e a isoflavona alpinum foram isolados recentemente 

por Weng et al. (2002, 2003). Os dados publicados na literatura mostram os 

máximos de absorbância de alguns desses flavonóides previamente isolados 

de Crotalaria pallida. Por exemplo, os pterocarpanóides têm máximos de 

absorbância nos seguintes comprimentos de onda: crotafurano A em 245, 279 

e 288 nm; crotafurano B em 237, 288 e 338 nm; crotafurano C em 275, 285, e 

306 nm; e finalmente, cro

Weng et al., 2003). A apigenina apresenta máximos de absorbância em 

267 e 336 nm e a genisteína em 261 e 328 nm (Mabry et al., 1970). Nesse 

estudo as substâncias ou classes de substâncias detectadas pelo CLAE-AFD 
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apresentam proximidade com os máximos de absorbância encontrados na 

literatura. O flavonóide em TR (min) 30,1 apresentou máximos de absorbância 

em UV próximos da genisteína que é uma isoflavona.  A substância detectada 

em TR (min) 32,1 e máximo de absorbância em UV de 269 e 239 nm foi 

assinalada como um flavonóide, mais precisamente uma flavona, a partir da 

sua absorção para a Banda I e II que pode ser comparada a apigenina (267 e 

336 nm). 

 Apesar de ser largamente utilizada como medicamento popular, só na 

década de 90, a espécie Kalanchoe brasiliensis foi estudada sob o ponto de 

vista fitoquímico. Vários flavonóides glicosilados foram isolados dessa 

pécies e (Costa et al., 1994). Os dados publicados na literatura permitiram a 

comparação de alguns máximos de absorbância com aqueles encontrados no 

nosso estudo. O kalambrosído A possui máximo de absorbância em 263, 268 

e 356 nm, kalambrosído B em 260 e 355 nm e kalambrosído C em 260 e 357 

nm (Costa et al., 1994). Esses flavonóides são derivados da patuletina e 

verificou-se que os picos correspondentes a flavonóides no nosso estudo 

possuem máximos de absorbância próximos desses derivados.   

 O estudo da atividade antioxidante pelo método do DPPH apresentou 

resultados interessantes. O gráfico 2 mostra a percentagem da capacidade 

seqüestradora de radicais livres dos sobrenadantes em 1000 µg/ml, 100 µg/ml 

e 10 µg/ml. Os extratos aquosos totais de Schinus molle, Schinus 

terebinthifolius e o sobrenadante de Kalanchoe brasiliensis mostraram 
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capacidade seqüestradora de radicais livres acima de 90% na concentração de 

1000 µg/ml e, ainda, Schinus molle e Schinus terebinthifolius mantiveram 

essa capacidade acima de 90% na concentração de 100 µg/ml. Apenas 

Schinus terebinthifolius mostrou atividade antioxidante acima de 50% em 10 

µg/ml, um resultado melhor do que o obtido para o BHT nas mesmas 

condições. 

 Quando se compara a atividade antioxidante com o conteúdo 

 

 

 

 

flavonoídico, o sobrenadante de Kalanchoe brasiliensis mostrou maior 

conteúdo flavonoídico, todavia não apresentou a melhor atividade 

antioxidante. Embora Schinus terebinthifolius não tenha apresentado 

flavonóides na sua composição pelos métodos utilizados (CCF e CLAE-AFD) 

essa planta apresentou a melhor atividade antioxidante. 

 Todas as espécies medicinais apresentadas na seção II que possuem 

atividade antimicrobiana também mostraram atividade antioxidante 

significativa pelo método do DPPH. 
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Tabela 15. Parâmetros característicos de classes químicas e substâncias detectadas nos 

sp., analisadas por CLAE-AFD 
extratos aquosos de Schinus molle e Schinus terebinthifolius, e sobrenadante de Solanum 

   Comprimento 
Amostras  

 
Atividade 

antimicrobiana 
Pico 
no

de onda de 
detecção 

 (nm) 

Máximo de 
absorbância 

em UV 
(nm) 

Classes 
químicas/ 

substâncias 
detectadas 

1 3,2 227 Desconhecido 
2 4,6 217, 273 Desconhecido 
3 7,0 219, 281 Desconhecido 
4 13,7 221, 277 Desconhecido 
5 30,7 221, 281 Desconhecido 
6 32,4 219, 281 Desconhecido 
7 34,0 219, 275, 350 Flavonóide 
8 38,3 219, 263, 352 Flavonóide 

 
 
 

Schinus molle 
L. 

(Ext. Aquoso) 

 
 

 
*Antifúngica 

(Candida 
albicans) 

 
 

9 41,4 221, 265, 344 Flavonóide 

1 3,3 215, 275 Desconhecido 
2 4,8 215, 273 Desconhecido 
3 7,3 213, 281 Desconhecido 
4 13,7 215, 277 Desconhecido 
5 30,7 215, 281 Desconhecido 
6 32,3 217, 281 Desconhecido 

 
Schinus 

terebinthifolius 
Raddi 

(Ext. Aquoso) 

 
*Antifúngica  

(Candida 
albicans) 

 

7 32,9 a 38,6 Emaranhado 
de picos: 217, 
279 ou 281 ou 

284 

 
Desconhecido 

1 3,6 271 Desconhecido 

2 4,2 261 Desconhecido 

3 32,0 256,335 Flavonóide 
4 35,0 265,348 Flavonóide 

 
 

Solanum sp. 
(Sobrenadante) 

*Antifúngica 
(Cryptococcus 
neoformans) 

**Antibacteriana 
(Staphylococcus 

aureus) 
5 40,2 263,339 Flavonóide 

 
Os máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na literatura 

abry et al., 1970; Dominguez et al., 1971; Pozzo-Balbi et al., 1978; Niwa et al., 1986; 
Yueqin et al., 2003; Hayashi et al., 1989; Weng et al., 2002; Weng et al., 2003; Costa et 

l., 1994). Para as condições cromatograficas veja figuras 19 e 20.  
 Schmourlo & Mendonça-Filho et al., 2005;  
*Schmourlo & Mendonça-Filho et al., submetido. 

 

(M

a
*
*
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Tabela 16. Parâmetros característicos de classes químicas e substâncias detectadas nos 
sobrenadantes de Crotalaria pallida e Kalanchoe brasiliensis or CLAE-AFD 
 

analisadas p

 
Amostras 

(Sobrenadantes) 
 

 
Atividade 

antimicrobiana 

 
Pico 
no

Tempo 
de 

retenção 
(min) 

Má  ximo de
absorbância 

de UV 
(nm) 

Classes 
químicas/ 

substâncias 
detectadas 

1 3,5 202, 263 Desconhecido 
2 4,1 206, 252 Desconhecido 
3 6,0 254 Desconhecido 
4 30,1 261, 344 Isoflavona 

 
 

Crotalaria 
pallida Aiton. 

 
 
**Antibacteriana 
(Streptococcus 

mutans) 5 32,1 269, 339 Flavona 

1 3.7 217 Desconhecido 
2 22.7 242, 329 Desconhecido 
3 27.6 227, 310 Desconhecido 
4 28.7 229, 315 Desconhecido 
5 34.8 223, 265, 

356 
Flavonol 

6 37.7 225, 265, 
356 

Flavonol 

7 38.8 225, 265, 
356 

Flavonol 

8 39.7 227, 265, 
356 

Flavonol 

9 40.9 223, 265, 
358 

Flavonol 

 
 
 
 

Kalanchoe 
brasiliensis 

Camb. 

 
 
 
 

**Antibacteriana 
(Staphylococcus 

aureus) 

10 42.9 231, 265, 
356 

Flavonol 

 
s máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na literatura 

ido 

 

 

 

 

O
(Mabry et al., 1970; Dominguez et al., 1971; Pozzo-Balbi et al., 1978; Niwa et al., 1986; 
Yueqin et al., 2003; Hayashi et al., 1989; Weng et al., 2002; Weng et al., 2003; Costa et 
al., 1994). Para as condições cromatograficas veja figura 20 e 21. 
* Schmourlo & Mendonça-Filho et al., 2005.  
**Schmourlo & Mendonça-Filho et al., submet
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Figura 19. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos dos sobrenadante de 
) Anacardium occidentale, (b) Xanthosoma sagittifolium detecção por AFD em 254 nm e 

332 nm. Condições cromatográficas: Coluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, 
particula 5 m, 4.6 x 250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a 
eluição for realizada com uma mistura de 0,01% ácido orto-fosfórico em água/metanol em 
gradiente 70:30 até os 20 minutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. Ver identificação 
dos picos na tabela 15. 
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(d) Sobrenadante de Crotalaria palida 
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Figura 20. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos dos sobrenadantes de 
(c) Solanum sp., (d) Crotalaria palida detecção por AFD em 254 nm e 332 nm. Condições 
cromatográficas: Coluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, particula 5 µm, 4.6 x 
250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a eluição for realizada com 
uma mistura de 0,01% ácido orto-fosfórico em água/metanol em gradiente 70:30 até os 20 
minutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. Ver identificação dos picos na tabelas 15 e 16. 
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Figura 21 tograma de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtido do sobrenadante de (e) 
Kalanchoe brasiliensis detecção por AFD em 254 nm e 332 nm. Condições 
cromatográfi oluna C18 de silica de fase reversa - Lichrosorb, particula 5 µm, 4.6 x 
250 mm, volume de injeção de 20 µl (40 µg de cada amostra), a eluição for realizada com 
uma mistura de 0,01% ácido orto-fosfórico em água/metanol em gradiente 70:30 até os 20 
minutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. Ver identificação dos picos na tabela 16. 
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Gráfico 2 - Atividade seqüestradora de radicais livres dos extratos aquosos de (1) folhas de 
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Schinus molle, (2) folhas, caules e flores de Schinus terebinthifolius, e sobrenadantes de (3) 
folhas, caules e frutos verdes de Solanum sp, (4) folhas, flores e frutos de Crotalaria 
pallida, (5) folhas de Kalanchoe brasiliensis e (6) BHT [2,6-di-(terc-butil)-4-metilfenol] 
nas concentrações de (a) 1000 µg/ml, (b) 100 µg/ml e (c) 10 µg/ml pelo método do DPPH. 
Rutina, quercetina e acido gálico foram usados como controle positivo (100%). Os valores 
são médias aritméticas (n=3) 
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Conclusões 

1- Podemos c ir qu  cont  flav ídico nem sem é 

responsável pela atividade antioxidante, ou seja, hinus 

terebinthifolius que não apresentou nenhum pico característico de 

flavonóide apresentou a melhor atividade antioxidante. Já o Kalanchoe 

brasiliensis que apresentou o maior número de picos no cromatograma 

de CLAE correspondentes a flavonóides mostrou a terceira melhor 

atividade antioxidante pelo método do DPPH. Outras substâncias 

pertencentes a outras classes químicas também podem atuar como 

antioxidantes. 

 

onclu e o eúdo ono pre 

Sc 

2- Todas a plantas medicinais com atividade antimicrobiana comprovada 

apresentaram atividade antioxidante significativa.  
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CAPÍTULO III 



 

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E 

FITOQUÍMICO DE BIXA ORELLANA L. 

 

 Este capítulo faz uma abordagem da atividade antioxidante e 

fitoquímica dos constituintes de Bixa orellana, sempre no intuito da busca de 

substâncias bioativas. Dessa forma, após a descoberta da atividade antifúngica 

de Bixa orellana (ver capítulo I) contra Trichophyton rubrum; e antibacteriana 

contra Lactobacillus casei e Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

(MRSA), o sobrenadante do extrato aquoso foi submetido a fracionamentos 

posteriores na tentativa do isolamento de substâncias guiado por bioensaios. 

Foram usados os métodos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 

acoplada a Arranjo de Fotodiodo (CLAE-AFD) e análise quantitativa da 

atividade antioxidante pelo método de DPPH (radical 1,1-difenil-2-picril-

hidrazila), objetivando correlacionar atividade antioxidante e antimicrobiana 

com o conteúdo flavonoídico dessa planta. 
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Introdução 

 

Na carta de Pero Vaz de Caminha a El-rei D. Manoel, considerada por 

uito

Uma daquelas moças estava toda tinta, de baixo acima, daquela tintura, a qual, na verdade era tão 

.......  

eles andavam tintos; e quanto se mais molhavam mais vermelhos ficavam.    

 Esses ouriços nada mais eram do que o urucu – Bixa orellana 

(Bixaceae) – que na língua tupi significa vermelho. A tintura dos indígenas 

era feita com as sementes, cujo principal corante é o norcarotenóide bixina. 

Esse foi o primeiro cis-polieno reconhecido na natureza (Pinto, 1995).  

O urucuzeiro pertence, portanto, à família Bixaceae e ao gênero Bixa. 

Quanto à espécie, apesar de existirem várias, a mais freqüente em nosso meio 

m s como “a certidão de nascimento do Brasil”, o escrivão dá a notícia da 

descoberta da nova terra que os descobridores chamaram de Ilha de Vera 

Cruz. Além da nudez das índias e de suas pinturas, chamavam a atenção do 

cronista alguns ouriços que os índios levaram aos portugueses: 

“Certidão de nascimento” 

bem feita e tão redonda; a sua vergonha, que ela não tinha, tão graciosa, que a muitas mulheres de 

nossa terra , vendo-lhes tais feições, faria vergonha, por não terem a sua como ela.. 

...............................................................................................................................................................................

Traziam alguns deles ouriços verdes, de arvores, que na cor, quase queriam parecer de 

castanheiros; apenas que eram mais e mais pequenos. E os mesmos eram cheios de grãos 

vermelhos, pequenos, que, esmagando-os entre os dedos, faziam tintura muito vermelha, da que 
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é a Bixa orellana, em homenagem a Francisco Orellana, primeiro europeu a 

avegar o Amazonas (Franco et al., 2005). 

O urucuzeiro é uma p eleza e colorido de suas 

flores e utilíssima como fornecedora de sementes condimentares, 

 

a, emprego interno na cura das bronquites e externo nas queimaduras. 

Dela se extrai também o óleo industrial. A infusão das folhas tem ação contra 

atérias tintoriais 

a para 

comba

 

n

Segundo Engler (1964) a Bixa orellana é uma angiosperma que 

pertence: à classe Dicotiledoneae, ordem Parietales, subordem Cistianeae, 

família Bixaceae, gênero Bixa. Além de Bixa orellana L. (tipo cultivado) 

podem ser citadas as espécies Bixa arborea, Bixa americana, Bixa urucurana, 

Bixa purpurea, Bixa upatensis e Bixa oviedi. 

lanta ornamental, pela b

estomáquicas, laxativas, cardiotônico, hipotensor, expectorante e antibiótico, 

agindo como antiinflamatório para as contusões e feridas, apresentando,

aind

a bronquite, faringite e inflamação dos olhos. A polpa que envolve a semente 

é reputada refrigerante e febrífuga, obtendo-se valiosas m

amarela (orelina) e vermelha (bixina), esta última, constituindo um princípio 

cristalizável. A raiz contém um princípio digestivo; o pó resultante da 

trituração das sementes, passa por afrodisíaco; a infusão a frio dos renovos 

serve para lavar os olhos inflamados e a decocção das folhas é usad

ter os vômitos da gravidez (Corrêa, 1978). 
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Descrição da planta  

A Bixa orellana L. é um arbusto, com 3-5 m de altura, de tronco 

revestido por casca parda e copa bem desenvolvida (Lorenzi e Matos, 2002). 

 

        Foto 1. Arbusto Bixa orellana (Franco et al., 2005).  

Folhas simples, glabras, medindo 8-11 cm de comprimento 

(Lorenzi e Matos, 2002). 

  

 

 

 

 

Foto 2. Folhas de Bixa orellana (Franco et al., 2005). 
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Flores levemente róseas, dispostas em panículas terminais muito 

vistosas (Lorenzi e Matos, 2002).  

                   

                            Foto 3. Flores de Bixa orellana (Franco et al., 2005). 

 

Fruto do tipo cápsula deiscente, ovóide, com dois ou três carpelos 

(divisões), coberto de espinhos flexíveis, de cor vermelha, esverdeada ou 

parda, com mentes pretas 

cobertas por

 até 17 unidades (Lorenzi e Matos, 2002).  

3-5 cm de comprimento, contendo muitas se

 um arilo ceroso de cor vermelha e odor característico. Os frutos 

encontram-se em cachos com

 

Foto 4. Frutos maduros de Bixa orellana (Franco et al., 2005). 
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            Frutificação                                                 Maturação 

 

   

                    Maturação plena 

Foto 5. Frutos maduros de Bixa orellana (Franco et al., 2005). 

 

Essa planta é originária da América tropical incluindo a Amazônia 

brasileira, sendo cultivada com finalidade doméstica e/ou industrial 

principalmente no Peru e em menor escala no Brasil, Paraguai e Bolívia 

(Lorenzi e Matos, 2002). 

Do ponto de vista químico, já foram isolados das sementes dos frutos 

de Bixa orellana carotenóides: apocarotenóides (C30 a C32), diapocarotenóides 

(C19, C22, C24 e 999). O 

pericarpo das sementes é composto quase 80% de carotenóides cis-bixina: 

metil hidrogênio 9’-cis-6,6’-diapocaroteno-6-6’-dioato (9’-cis-bixina ou α-

 C25, bixina e norbixina) (Mercadante et al., 1996, 1
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bixina) e os restantes 20% incluem trans e cis-norbixina (ácido 6,6’-

diapocaroteno-6-6’-dióico e 9’-cis-6,6’-diapocaroteno-6-6’-dióico), vários 

apocarotenóoides, compostos voláteis e outras substâncias não caracterizadas  

(Galindo-Cuspinera e Rankin, 2005). Em estudos anteriores isoloram-se 

derivados de apigenina (7-glicosídeo e 7-bissulfato), luteolina (7-glicosídeo e 

7-bissulfato), hipolaetina (7-bissulfato) e ácido elágico (Harborne, 1975). 

Além disso, relatou-se a presença de um sesquiterpeno tetracíclico chamado 

ishwarane, componente majoritário (54%) do óleo das folhas de Bixa 

orellana. O óleo também apresentou em menor proporção: selina-4(15),11-

dieno, valenceno, β-elemeno, cariofileno, germacreno, trans-nerolidol, selina-

3,11-dieno, seli , copaeno, δ-cadineno, α-terpineol, 

espatulenol, γ cadinol, 

romadendreno, aristolocheno, trans-ocimeno, óxido de cariofileno 

(Lawr

ischer et al., 2003; Galindo-Cuspinera et al., 2003). 

O extr

na-3,11-dieno, β-selineno

-cadineno, δ-elemeno, ledol, α-muuroleno, α-

a

ence e Hogg, 1973). 

 O extrato etanólico das folhas e sementes de Bixa orellana foi descrito 

na literatura como tendo atividade contra Staphylococcus aureus e Candida 

albicans entre outros (Fle

ato hidroalcoólico (50%) da casca foi relatado como tendo atividade in 

vitro contra Neisseria gonorrhoeae (Cáceres et al., 1995). Mais recentemente, 

Galindo-Cuspinera e Rankin (2005) conseguiram identificar através de 

bioautografia e CLAE-AFD-EM (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência-

Arranjo de Fotodiodo-Espectrometria de Massas), 9’-cis-norbixina e trans-
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norbixina como componentes majoritários de extratos aquosos obtidos a partir 

de amostras comerciais de Bixa orellana, que segundo esses autores é 

responsável pela atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. 

 

Seção I – Atividade antioxidante de Bixa orellana ativa contra fungos e 

bactérias 

 

No preparo e comercialização de alimentos, o objetivo é obter um 

produto de qualidade máxima que é preservado antes de alcançar o 

consumidor. A prática normal é adicionar substâncias que previnem a 

degradação (estabilizadores, antioxidantes), melhoram o sabor (adoçantes), 

aumenta a firmeza (espessantes, aglutinantes), mantenha a cor ou ainda, 

antimicrobianos (Martínez-Tomé et al., 2001).  

Apesar do uso gener

, 

alizado de antioxidantes, a oxidação lipídica ainda 

é a maior causa de deterioração da qualidade dos alimentos durante o 

armazenamento de óleos, gorduras e alimentos que contenham gordura. Os 

antioxidantes mais utilizados, BHA (butil hidroxianisol) (E-310), BHT (butil 

hidroxitolueno) (E-321) e galato de propila (E-310), são inibidores da quebra 

de cadeia na peroxidação lipídica. No entanto, BHA e BHT são um pouco 

voláteis e se decompõem facilmente em altas temperaturas (Martínez-Tomé et 

al., 2001). 
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As sementes de Bixa orellana são uma fonte rica em pigmentos laranja-

avermelhado extensamente utilizados na indústria de corantes alimentícios. 

Esse pigmento é comercialmente conhecido como urucum (Brasil) e annatto 

o exterior). Atualmente, a ingestão diária de urucum está padronizada em 0-

es expresso como percentagem de bixina (Júnior et al., 2005). 

Os extratos de Bixa orellana estão listados entre os corantes que podem 

ser u

o de antioxidantes sintéticos, 

especi

dessa planta tanto com a atividade antioxidante quanto com a 

atividade antimicrobiana.  

(n

2,5 mg/kg de peso corpóreo para uma preparação contendo 2,6% de 

carotenóid

sados isoladamente ou em combinação com aditivos como sais 

emulsificantes (citrato de sódio e fosfato dissódico), na indústria de cremes e 

manteiga e em certos alimentos como queijo, desenvolvendo uma cor marron-

rosácea ou salmão durante a manufatura (Martínez-Tomé et al., 2001).  

O uso de condimentos, como Bixa orellana, por exemplo, em alimentos 

processados é uma alternativa promissora ao us

almente pelo interesse crescente em aditivos alimentícios naturais e 

poderá ser tido como um alimento funcional de alta qualidade. Além disso, o 

conhecimento da composição química dessa planta permitirá a sua utilização 

como nutracêutico e em doenças que afetam a pele. 

A presente seção tem o objetivo de investigar a atividade antioxidante 

do extrato aquoso total, de frações e substâncias isoladas a partir de caules 

folhas e sementes de Bixa orellana e comparar o conteúdo flavonoídico 

(fenólicos) 
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s foi 

analis

cetina 

foram

 único pico a classe de 

substâ

 (7-glicosídeo e 7-bissulfato) apresentam máximos 

Resultados e discussão 

 

 O extrato aquoso total de Bixa orellana foi submetido à precipitação 

por etanol como descrito na parte experimental desse trabalho. O conteúdo 

flavonoídico do sobrenadante, de outras frações e dos flavonóides isolado

ado por CLAE-AFD (Tabela 17 e Figuras 22 e 23). Os constituintes 

químicos foram identificados tentativamente pelos seus tempos de retenção 

(TR) e espectros de UV baseados em dados publicados previamente na 

literatura por outros autores (Mabry et al., 1970; Harborne, 1975). Os 

flavonóides citados anteriormente nos capítulos I e II, rutina e quer

 usados como padrões. Cinco picos correspondentes a flavonóides 

foram detectados para o sobrenadante de Bixa orellana e quatro a classes de 

substâncias desconhecidas. A partição em acetato de etila apresentou seis 

picos atribuíveis a flavonóides e um único pico a classe de substância 

desconhecida. A fração que apresentou atividade contra MRSA, F9 bioativa, 

mostrou sete picos atribuíveis a flavonóides e um

ncia desconhecida (pico majoritário). O flavonóide Bixa 1 apresentou 

pico em TR (min) 36,3 minutos. 

 Dados publicados na literatura mostram os máximos de absorbância em 

UV de algumas substâncias fenólicas previamente isoladas de Bixa orellana. 

Os derivados de apigenina
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de absorbância em UV em 268, 335 e 269, 335 nm, respectivamente 

nto as luteolinas 7-glicosídeo e 7-bissulfato mostram 

s seguintes máximos de absorbância em UV: 255, 268 e 353 nm; 257, 267 e 

005) a norbixina, um ácido dicarboxílico de 

(Harborne, 1975). Enqua

o

352 nm. A hipolaetina 7-bissulfato apresenta máximos de UV em 260, 271 e 

360 nm (Harborne, 1975).  

Nesse estudo as substâncias detectadas em TR (min) 34,9 do 

sobrenadante, TR (min) 34,4 da partição em acetato de etila, TR (min) 32,5 da 

fração F9 bioativa, TR (min) apresentaram máximos de absorbância em UV 

próximos daqueles da rutina, que é uma quercetina 3-O-glicosilada. Também 

foi possível assinalar os flavonóides em TR (min) 40,4 da partição em acetato 

de etila como derivado da apigenina e em TR (min) 35,4 da fração F9 bioativa 

como derivado da luteolina (Tabela 17).  

 A atividade antioxidante de Bixa orellana já foi testada por outros 

métodos de análise. Extratos aquosos e etanólicos Bixa orellana foram 

avaliados frente ao peróxido de hidrogênio (H2O2), usando como método um 

sistema enzimático de peroxidases e um outro baseado na estabilidade 

oxidativa de óleos refinados pelo método de Rancimat, mostrando atividade 

antioxidante significativa (Martínez-Tomé et al., 2001). Em um trabalho 

apresentado por Júnior et al. (2

carotenóide solúvel em água e presente como um componente do pericarpo 

dos frutos de Bixa orellana foi avaliada quanto ao seu efeito na resposta a 

danos provocados ao DNA de células de Escherichia coli induzidas pela 

 
148



 

radiação UV, peróxido de hidrogênio (H2O2) e ânion superóxido (O.-) e 

verificou-se que a norbixina protege as células bacterianas contra esses 

agentes. A norbixina aumentou a sobrevida desses microrganismos em pelo 

menos 10 vezes. 

 A atividade antioxidante medida pelo método do DPPH nesse trabalho 

mostrou que o extrato aquoso total, o sobrenadante, a partição em acetato de 

etila, a fração que mostrou atividade contra MRSA F9 bioativa e o flavonóide 

Bixa 1 possuem capacidade seqüestradora de radicais livres significativa. A 

partição em acetato de etila apresentou a melhor atividade antioxidante em 

100 µg/ml e 10 µg/ml seguido do flavonóide Bixa 1 e da fração F9 bioativa, 

que revelaram melhor atividade antioxidante do que o BHT nessas 

concentrações. 

 Nesse estudo podemos observar pelo CLAE-AFD que as frações 

obtidas a partir do extrato aquoso total das folhas, caules e sementes de Bixa 

orellana são ricas em flavonóides, apresentam atividade antioxidante 

significativa e, além disso, atividade antimicrobiana. 

 O flavonóide Bixa 1 isolado nesse estudo, apesar de apresentar 

atividade antioxidante significativa não apresentou atividade antimicrobiana 

contra todos os microrganismos utilizados nesse estudo.  

 A fração que apresentou atividade contra MRSA F9 bioativa mostrou 

sete picos atribuíveis a flavonóides e um único pico majoritário a classe de 
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substância desconhecida. Esse pico majoritário em TR (min) 9,7 constitui 

62,5% (leitura em 252 nm) da amostra dessa fração.  
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Tabela 17. Parâmetros característicos de classes químicas e
frações das folhas caules e sementes de Bixa orellana L. analis

 
 substâncias detectadas nas 
adas por CLAE-AFD 

 
Amostras 

 

 
Atividade 

antimicrobiana 

 
Pico 
no

 
Tempo 

de 
retenção 

(min) 

 
Máximo de 
absorbância 
em UV (nm) 

Classes 
químicas/ 

substâncias 
detectadas 

1 3,4 217, 267 Desconhecido 
2 4,6 217, 273 Desconhecido 
3 15,3 221, 271 Desconhecido 
4 25,7 223, 277 Desconhecido 
5 34,9 221, 261, 354 Flavonóide 3-

O-glicosilado 
6 37,1 254, 364 Flavonóide 
7 37,8 219, 263, 354 Flavonóide 
8 39,7 225, 250, 362 Flavonóide 

 
 
 

Sobrenadante 
de 

Bixa orellana 
L.  

 
 

 
*Antifúngica  
(Trichophyton 

rubrum) 
**Antibacteriana 

(MRSA) 

9 40,6 221, 271, 339 Flavonóide 

1 6,0 219, 275 Desconhecido 
2 7,3 223, 277 Desconhecido 
3 12,1 221, 279 Desconhecido 
4 13,6 223, 273 Desconhecido 
5 24,3 221, 277 Desconhecido 
6 33,1 217, 263, 350 Flavonóide 
7 34,4 215, 261, 356 Flavonóide 3-

O-glicosilado 
8 36,7 254, 364 Flavonóide 
9 37,5 219, 263, 352 Flavonóide 
10 38,9 219, 263, 354 Flavonóide 

 
 
 

Partição em 
acetato de etila 

de 
Bixa orellana L 

 
 
 

*Antifúngica  
(Candida 
albicans) 

 

11 40,4 219, 271, 335 Flavonóide 

1 9,7 217, 269 Desconhecido 
2 24,7 265,348 Flavonóide 
3 31,1 263, 350 Flavonóide 
4 32,5 261, 354 Flavonóide 3-

O-glicosilado 
5 34,2 254, 362 Flavonóide 
6 35,4 265, 352 Flavonóide 
7 38,7 271, 337 Flavonóide 

 
 
 

F9 bioativa 

 
 
 

**Antibacteriana 
(MRSA) 

8 41,5 259, 348 Flavonóide 

Bixa 1 Não ativo 1 36,3 219, 261, 346 Flavonóide 

Os máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na literatura 
abry et al., 1970; Harborne, 1975). Para as condições cromatograficas veja figura 22. 

 Schmourlo & Mendonça-Filho et al., 2005.  
*Schmourlo & Mendonça-Filho et al., submetido. 

(M
*
*
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1 
2 4 5

 
 
 

 
 
Figura 22. Cromatogramas de CLAE (A /Tem inutos) obtidos dos (a)  
de Bixa orellana, (b) partição em acetato de eti Bixa o tecção  
254 nm e 332 nm. Condições cromatográficas: Coluna C a de f - 
Lichrosorb, particula 5 µm, 4.6 x 250 mm, vol de inje  µl (4 a 
amostra), a eluição for realizada com a m  de 0,  orto-  
água l em grad  até o 0 min e em  po . 

 

bs po, m  sobrenadante
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/metano iente 70:30 s 2 utos  seguida 60:40 r 40 minutos
Ver identificação dos picos na tabela 17. 
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Figura 23. Cromatogramas de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtidos de (c) F9 bioativa e 
(d) Bixa 1 detecção por AFD em 254 nm e 332 nm. Condições cromatográficas: Coluna 
C18 de silica de fase inversa - Lichrosorb, particula 5 µm, 4.6 x 250 mm, volume de injeção 
de 20 µl (40 µg de cada amostra), a eluição for realizada com uma mistura de 0,01% ácido 
orto-fosfórico em água/metanol em gradiente 70:30 até os 20 minutos e em seguida 60:40 
por 40 minutos. Ver identificação dos picos na tabela 17. 
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Gráfico 3 - Atividade sequestradora de radicais livres do (1) extrato aquoso de folhas, 
caules e sementes de Bixa orellana, (2) sobrenadante de Bixa orellana, (3) partição em 
acetato de etila de Bixa orellana, (4) F9 bioativa, (5) Bixa 1 e (6) BHT [2,6-di-(terc-butil)-
4-metilfenol] nas concentrações de (a) 1000 µg/ml, (b) 100 µg/ml e (c) 10 µg/ml pelo 
método do DPPH. Rutina, quercetina e acido gálico foram usados como controle positivo 
(100%). Os valores são médias aritméticas (n=3) 
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Conclusões 

 – Podemos concluir, a partir dos dados obtidos por CLAE-AFD, que Bixa 

orellana apresenta na sua constituição química flavonóides 3-O-

glicosilados no sobrenadante, partição em acetato de etila e F9 bioativa; 

derivado da apigenina na partição em acetato de etila e um derivado de 

luteolina na fração F9 bioativa. 

2 – Tanto o extrato aquoso total quanto as frações de Bixa orellana 

apresentaram atividade antioxidante significativa pelo método do DPPH.  

3 – O flavonóide Bixa 1, apesar de apresentar atividade antioxidante 

significativa, não apresentou atividade antimicrobiana contra os 

 

 

 

 

 

 

1

microrganismos usados nesse estudo. 
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Seção II – Isolamento e elucidação estrutural dos flavonóides isolados de 

ixa orellana L. 

1. El

seme o o flavonóide codificado como Bixa 1. 

dess

com

most  de flavonóide O-glicosilado.  

 
 

 
Tabela 18. Dados cromatográficos para Bixa 1 

 

B

 

ucidação estrutural de Bixa 1 

 

A partir da fração butanólica do extrato aquoso de folhas, caules e 

ntes de Bixa orellana foi isolad

Cromatografias e precipitações sucessivas foram necessárias para a obtenção 

a substância (para maior detalhes ver parte experimental). 

Portanto, a substância codificada como Bixa 1 (21,2 mg ) apresentou-se 

o um sólido amorfo de coloração amarelada, cujos valores de Rf estão 

rados na tabela 18,  com características

Valor de Rf Cor em 356 nm (UV#)
0,33 (BAW 8:1:1) R 
0,62 (BAW 3:1:1) R 

 
CCF: Cromatografia em camada fina. 

                                Suporte placas de sílica gel 60 F254 em alumínio, Merck. 
BAW 8:1:1, BuOH/AcOH/H20 8:1:1. 
BAW 3:1:1, BuOH/AcOH/H20 3:1:1. 

                                              R, roxo. 
 

A proposta estrutural para o flavonóide Bixa 1 foi baseada nos dados de 

MN de 1H e 13C, HMQC, HMBC e COSY obtidos em DMSO-d6 (300 

Hz). 

 

R

M
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 Os dados obtidos para Bixa 1 revelaram tratar-se de uma flavona que 

apresenta a hipolaetina (8-hidroxiluteolina) como estrutura da aglicona. 

ossui uma unidade no carbono 8 de ácido glicurônico. 

Espec

 

mento (Figura 

24): N

P

 

tro de UV 

 O flavonóide Bixa 1 foi diluído em água/metanol 50% numa 

concentração final de 2 µg/ml. A mostra foi analisada em varredura de 200 a 

500 nm. Essa amostra foi submetida aos reagentes de desloca

aOMe, NaOAc, NaOAc+H3BO4, AlCl3 5%,  AlCl3 5% + HCl 10%.  
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Figura 24. Deslocamentos em UV para o flavonóide Bixa 1. 
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RMN de 1H 

 

 Foram observados seis sinais na região entre 6,20 e 12,95 ppm 

correspondentes a aglicona. 

 O sinal mais desprotegido do espectro 12,95 é do hidrogênio da 

hidroxila na posição 5. Os sinais referentes aos hidrogênios 6 e 3 situam-se 

em 6,20 e 6,60 ppm, respectivamente. Pela ausência de constante de 

acoplamento do H-6 com outros hidrogênios do anel A conclui-se que 

existem uma hidroxila no carbono 7 e um O-glicosídeo em C-8. Um único 

sinal de hidrogênio na posição 3 do anel C  confirma que a aglicona é uma 

flavona.  

 Os sinais em 6,75; 7,35 e 7,97 ppm correspondem aos hidrogênios do 

anel B. A constante de acoplamento observada entre os hidrogênios H-5’ 

(6,75 ppm) e H-6’ (7,35 ppm) é aproximadamente 8,35 Hz confirmando um 

acoplamento orto desses hidrogênios  e  acoplamento em meta entre H-6’ e 

H-2’ (7,97 ppm). 

 Um sinal em 4,60 é atribuído ao hidrogênio anomérico ligado à 

aglicona. O sinal é um dubleto, cuja constante de acoplamento é 7,58 Hz e 

indica uma relação diaxial. 

 Portanto, a hipolaetina de Bixa 1 é monoglicosilada na posição 8. A 

unidade glicosídica corresponde ao ácido glicurônico.  
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 A tabela 19 mostra os sinais listados no espectro de 1H em DMSO-d6 

spectros 1 - 3, pág. 167-169) 

ectro e distinção entre os hidrogênios e as hidroxilas de 
Bixa 1. 

(E

 

Tabela 19. Sinais listados no esp

 
Bixa 1 H m J(Hz) 

 
Hipolaetina 

 
H-6 6,20 s - 
H-3 6,60 s - 
H-5` 6,75 d 8,35 
H-6` 7,35 dd 8,35 e 1,65 
H-2` 7,97 d 1,65 
OH-5 12,95 s - 

 
O-β-glucuronídeo 

 
H-4`` 3,25 - - 
H-5`` 3,30  - - 
H-2`` 3,39 d 8,0 
H-3`` 3,51 d 9,1 
H-1`` 4,60 d 7,58 
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RMN de 13C 

 Vinte sinais foram listados no espectro, 15 foram atribuídos a aglicona 

 5 a parte glicosídica da molécula. 

comparados com dados obtido  liter tura rawal, 1989).

 O deslocamento químico observado para o C-3 (103,3) sugere para essa 

estrutura um esqueleto básico de flavona, pois o deslocamento característico 

em C-3 de um flavonol é superior a 130 ppm. A confirmação para essa 

proposta estrutural foi obtida no espectro de HMQC. 

 Os sinais atribuídos a parte glicosídica de Bixa 1 sugerem esença de 

uma hexose (Tabela 20, espectros 4-5, pág. 170 e 171). 

 

 

 

 

 

e

 Os sinais atribuídos à aglicona e ao carboidrato de Bixa 1 puderam ser 

s na a  (Ag  

 a pr
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Tabela 20. Deslocamentos químicos (ppm) de RMN 13C (DMSO-d6) de Bixa 1 e de 
amostra relatada na literatura (Agrawal, 1989). 
 

13C Bixa 1 (δC) 
(DMSO-d6) 

Literatura (δC)  
(DMSO-d6) 

 
Hipolaetina 

 
2 165,5 164,1 
3 103,3 107,0 
4 181,9 181,8 
5 157,9 157,4 
6 99,8 99,5 
7 158,7 158,8 
8 126,5 125,9 
9 149,9 149,7 
10 103,3 (HMBC) 103,0 
1` 122,1 121,9 
2` 114,7 113,8 
3` 147,1 145,8 
4` 150,2 150,0 
5` 116,1 116,2 
6` 118,9 120,1 

 
O-β-glucuronídeo 

 
1`` 107,7 104,6 
2`` 74,7 73,7 
3`` 76,9 76,7 
4`` 76,1 76,3 
5`` 72,3 72,4 
6`` 172,2 175,7 
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COSY (1H-1H) 

 

 Todas as correlações ênios da agli ervadas 

através dessa técnica.  

 O COSY (1H-1H) possibilitou estabelecer as correlações dos 

hidrogênios da unidade glicosídica (Tabela 21). 

 

Tabela 21. Correlação 1H-1H de Bix
 

 entre os hidrog cona foram obs

a 1  

Bixa 1 1H 
δH (ppm) 

1H 
δH (ppm) 

 
Hipolaetina 

 
H-6         H-5` `        7,35 6,60 

H-5`/H          H-2` -6` 6,60/7,37 7,96 
 

O curonídeo -β-glu
 

H-1’’           H-2’’ 4,60 3,39 
H-2’’           H-3’’ 3,39 3,51 
H-3’’           H-4’’ 3,51 3,25 

H-5’’ Não foi possível verificar correlação para H5’’
1H-1H 

 

Pelo COSY 1H-1H foi possível determinar a correlação entre os 

idrogênios H-3’’ e H-4’’ do ácido glicurônico apesar da ausência de sinais 

o espectro de hidrogênio em  δ 3,25 ppm (H-4’’) (Espectros 6 e 7; pág. 172 e 

73). 

 

h

n

1
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HMQC 

 

 Os dados de correlação direta carbono-hidrogênio para Bixa 1 estão na 

tabela 22 (Espectro 8, pág. 174).  

 

 

Tabela 22. Sinais de correlações direta C-H de Bixa 1. 

Bixa 1 13C/δC (ppm) 1H/δH (ppm) 
 

Hipolaetina 
 

H-3 103,3 6,60 
H-6 99,8 6,20 
H-2’ 114,7 7,97 
H-5’ 116,1 6,75 
H-6’ 118,9 7,35 

 
O-β-glucuronídeo 

 
H-1’’ 107,7 4,60 
H-2’’ 74,7 3,39 
H-3’’ 76,9 3,51 
H-4’’ 76,1 3,25 
H-5’’ 72,3 3,30 

 
 

 

nais no espectro de RMN de 1H e δ 3,25 e  3,30 

Pelo HMQC pode se verificar a correlação entre o hidrogênio em δ 3,25 

ppm (H-4’’) com o carbono em δ 76,1 ppm (C-4’’) e também a correlação 

entre o hidrogênio em δ 3,30 ppm (H-5’’) com o carbono em δ 72,3 ppm (H-

5’’) apesar da ausência de si
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ppm, o que faz sentido pois o C-5’’ do ácido glicurônico é mais protegido 

elo efeito indutivo da carbonila. 

o a longa distância (Tabela 23; 

Esp  e 10, pág ode-se consta gênio 

anomérico do ácido glicurônico correlaciona-se com o carbono 8 da genina 

(Espectro 9, pág. 175 ).  

 mos afirmar que o núcleo glucosídico está ligado a aglicona pela 

posição 8 através dos espectros obtidos em comparação  dados da 

literatura (Agrawal, 1989).  

 

 

 

 
 

p

 

HMBC 

 

 Através da correlação hidrogênio-carbon

ectros 9 . 175 e 176) p tar que o hidro

Pode

 com
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Tabela 23. Sinais de correlações a longa distância C-H de Bixa 1. 
 

Bixa 1 1H 
δ H(ppm)

13C 
δ C(ppm) 

 
Hipolaetina 

 
H-6         C(10; 1’’; 8; 5 e 7)    6,20 103,3; 107,7; 126,5; 157,9 e 

158,7 
H-3         C(10; 1’’;1’; 2 e 4)    6,60 103,3; 107,7; 122,1; 165,5 e 

181,9 
H-5’        C(1’; 3’ e 4’) 6,75 122,1; 147,1 e 150,2 
H-6’        C(5’; 4’ e 2) 7,35 116,1; 150,2 e 165,5 
H-2’        C(2’; 6’; 3’; 4’ e 2) 7,97 114,7; 118,9; 147,1; 150,2 e 

165,5 
 

O-β-glucuronídeo 
 

H-4’’         C(5’’) 3,25 72,3 
H-5’’ 3,30 ----- 
H-2’’         C(1’’; 6’’; 4’’ e 
3’’) 

3,39 107,7; 172,2; 76,1 e 76,9 

H-3’’         C(1’’;6’’; 5’’ e 
2’’) 

3,51 107,7; 172,2; 72,3 e 74,7 

H-1’’         C(8; 9; 7 e 4’’) 4,60 126,5; 149,9; 157,9 e 76,1 
 

 Pelos dados mostrados anteriormente, conclui-se que Bixa 1 é a 

ipolaetina ácido 8-O-β-glucuronídeo. Não existem relatos sobre essa 

ubstância na literatura, portanto é a primeira vez que foi isolada de uma 

spécie vegetal. 

h

s

e
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H

 

spectro 1. RMN de 1H em DMSO-d6 de Bixa 1 E
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Espectro 2. RMN de 1H em DMSO-d6 de Bixa 1 
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Espectro 3. RMN de 1H em DMSO-d6 de Bixa 1 
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Espectro 4. RMN de 13C em DMSO-d6 de Bixa 1 
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Espectro 5. DEPT-135 em DMSO-d6 de Bixa 1 
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Espectro 6. COSY (1H-1H) de Bixa 1 
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Espectro 7. COSY (1H-1H) da parte glucosídica de Bixa 1 

 
 
 

H5’’ H4’’

H1’’ 

H1’’ 

H2’’ 

H3’’ 

H3’’ 

 
173



 

 
 
 
Espectro 8. HMQC de Bixa 1 
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Espectro 9. HMBC de Bixa 1 
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spectro 10. HMBC da parte glucosídica de Bixa 1 
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2. Elucid

 

), cujos valores de Rf estão 

mo de O-

glicosilado.  

 

 

ação estrutural de Bixa 2 

A substância codificada como Bixa 2 (7 mg

strados na tabela 24, apresentou características de flavonói

 
Tabela 24. Dados cromatográficos para Bixa 2 

Valor de Rf Cor em 356 nm (UV#)
0,70 (BAW 8:1:1) R alaranjado 
0,76 (BAW 3:1:1) R alaranjado 

  
CCF: Cromatografia em camada fina. 

                                Suporte placas de sílica gel 60 F254 em alumínio, Merck. 
BAW 8:1:1, BuOH/AcOH/H20 8:1:1. 
BAW 3:1:1, BuOH/AcOH/H20 3:1:1. 

                                           R, roxo. 
 

 A proposta estrutural para o flavonóide Bixa 2 foi baseada nos dados de 

RMN de 1H e 13C, HMQC, HMBC e COSY obtidos em DMSO-d6 (300 

MHz). 

  

CLAE – AFD para o flavonóide Bixa 2 

Área do pico: 95% 

Tabela 25: Parâmetro detectado para o flavonóide Bixa 2 isolado a partir das folhas caules e 
sementes de Bixa orellana L. analisadas por CLAE-AFD 
 

Amostra 
 

 
Pico 
no

 
Tempo de 
retenção 

(min) 

 
Máximo de 

absorbância em UV 
(nm) 

 
Classe química/ 

substância detectada 

Bixa 2 1 32,8 204, 261, 356 Flavonóide 3-O-
glicosilado 

 
Os máximos de absorbância de UV foram comparados com dados encontrados na literatura 
(Mabry et al., 1970). 
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Figura o por 
AFD e  fase 
inversa - Lichrosorb, partíc jeção de 20 µl (40 µg deµ 

 ácido orto-fosfórico em 
té os 20 inutos e em seguida 60:40 por 40 minutos. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Tempo de retenção (mi

(d) Bixa 2 

nutos) 

 25. Cromatograma de CLAE (Abs/Tempo, minutos) obtido de Bixa 2 detecçã
m 254 nm e 332 c na Cnm. Condições cromatográfi as: Colu 18 de sílica de

ula 5 µm, 4.6 x 250 mm, volume de in
da com uma mistura de 0,01%cada amostra), a eluição for realiza

água/metanol em gradiente 70:30 a m
Ver identificação dos picos na tabela 25. 
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RMN de 1H 

 

 Foram observados cinco sinais na região entre 6,17 e 12,30 ppm 

correspondentes a aglicona de um flavonóide. 

 O sinal mais desprotegido do espectro (12,30 ppm) sugere a presença 

de uma hidroxila na posição 5 (anel A), em ponte com uma carbonila na 

posição 4 do anel C. 

Os sinais em 6,85 e 7,57 ppm foram atribuídos aos hidrogênios do anel 

. O multipleto observado em 7,57 ppm corresponde aos hidrogênios da 

ndo um acoplamento do tipo orto desse 

idrogênio com o H-6’ (7,57 ppm). 

Os sinais em 6,17 e 6,38 ppm foram atribuídos aos hidrogênios H-6 e 

-8, respectivamente. A constante de acoplamento observada (J = 1,5 Hz) 

ugere um acoplamento do tipo meta, comum para estes hidrogênios. 

Pode-se concluir, então, a existência de uma substituição no carbono 7.   

Um sinal em 5,46 ppm foi atribuído ao hidrogênio anomérico ligado à 

glicona. O sinal apresentava-se sobre a forma de um dubleto, cuja constante 

e acoplamento é 7,1 Hz, indicando uma relação diaxial com o hidrogênio da 

osição 2 do açúcar. 

B

posição  H-2’ e H-6’, característicos para um flavonóide diidroxilado no anel 

B (Mabry et al., 1970). A constante de acoplamento observada para H-5’ 

(6,85 ppm) foi de 9,0 Hz confirma

h

H

s

 

a

d

p
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 Os demais sinais de hidrogênio observados no espectro (fauxa entre 

,00 e 3,60 ppm) foram atribuídos ao açúcar.  

quercetina).  

s no espectro e distinção entre os hidrogênios e as hidroxilas de 
Bixa 2 

3

 Como nenhum hidrogênio foi atribuído ao carbono 3 da aglicona pode-

se sugerir como esqueleto básico um flavonol (

  A tabela 26 mostra os sinais listados nos espectros de 1H em DMSO-d6 

(Espectros 11 e 12, pág. 186 e 187). 

Tabela 26. Sinais listado

 
Bixa 2 H m J(Hz) 

 
Quercetina 

 
H6 6,17 d 1,82 
H8 6,38 d 1,82 
H5` 6,85 d 9,0 

H2` e H6`  7,57 m - 
OH5 12,30 s - 

 
Açúcar 

 
H3`` e H4`` 3,07 m - 

H2`` 3,21 m - 
H5``  a 3,23 m - 
H5`` b 3,58 d 11,7 
H1`` 5,46 d 7,1 

 
H e H5``  a 

 

5`` b são hidrogênios geminais 
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RMN de 13C 

 Os sinais de RMN de 13C foram obtidos a partir das correlações diretas 

teratura e publicados para a quercetina 3-

vegetal (Tabela 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(HMQC) e a longa distância (HMBC) tanto para a aglicona quanto para a 

porção glicosídica da molécula. 

 Os sinais atribuídos á aglicona e ao açúcar de Bixa 2 puderam ser 

comparados com dados obtidos na li

O-β-xilopiranose por Haribal e Renwick, em 1998 isolada de outra espécie 
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Tabela 27. Deslocamentos químicos (ppm) de RMN 13C (DMSO-d6) de Bixa 2 e 
comparação com dados obtidos na literatura (Haribal e Renwick, 1998). 
 

13C Bixa 2 (δC)* Literatura  
 (δC)** 

Quercetina 
2 - 158,5 
3 - 135,3 
4 - 179,8 
5 162,0 160,0 
6 99,9 99,9 
7 166,0 166,0 
8 94,0 94,7 
9 158,0 158,3 

10 104,0 105,5 
1` 122,0 123,1 
2` 116,0 116,2 
3` 146,0 146,1 
4` 149,0 149,9 
5` 115,0 117,5 
6` 123,0 123,5 

 
                                                   Açúcar      

 
1`` 102,0 105,8 
2`` 75,0 74,9 
3`` 70,0 71,1 
4`` 77,0 77,0 
5`` 61,0 66,5 

* DMSO-d6; **CD3OD,  Haribal e Renwick, 1998. 
 

 A similaridade observada nos dados espectrais sugere que Bixa 2 

apresenta um esqueleto parecido com a quercetina 3-O-β-xilopiranosídeo. 
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COSY (1H-1H) 

 

 Quase todas as correlações entre os hidrogênios a foram 

observad  através dessa técnica (

 O COSY (1H-1H) possibilitou estabelecer as correlações dos 

hidrogênios da unidade glicosídica (Tabela 28). 

 

Tabela 28. Correlação 1H-1H de Bixa
 

da aglicon

as Espectros 13 e 14, pág. 188 e 189). 

 2 

Bixa 2 1H 
δH (ppm) 

1H 
δ m) H (pp

 
Quercetina 

 
H-6’/H-2`               H-5` 7,57 6,85 

H-8                  H-6`       6,38 6,17 
 

O-β-Xilopiranose 
 

H-1’’           H-2’’ 5,46 3,21 
H-2’’           H-3’’ 3,21 3,07 
H-3’’           H-4’’ Não ossível verificar correlaç -1H entre  foi p ão 1H

H-3’’ e H-4’’, pois estes sinais estão se 
sobrepondo 

H-4’’                 H-5’’a 3,07 3,23 
H-5’’ a          H-5’’b 3,23 3,58 

 

Pelo COSY H- H determinou-se a correlação entre os hidrogênios1 1  H-

’’a e H-5’’b do açúcar. A constante de acoplamento em 11,7 Hz de H-5’’b 

ossibilitou verificar que esses hidrogênios são geminais (Espectro 12). 

 

5

p
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HMQC 

 

 Os dados de correlação direta carbono-hidrogênio para Bixa 2 estão na 

tabela 29 (Espectro 15, pág. 190).  

 

Tabela 29. Sinais de correlações direta C-H de Bixa 2. 
 

Bixa 2 13C/δC (ppm) 1H/δH (ppm) 
 

Quercetina 
 

H-6 99,9 6,17 
H-8 94,0 6,38 
H-2’ 116,0 7,57 
H-5’ 115,0 6,85 
H-6’ 123,0 7,57 

 
3-O-β-X nose ilopira

 
H-1’’ 102,0 5,46 
H-2’’ 75,0 3,21 
H-3’’ 70,0 3,07 
H-4’’ 78,0 3,07 

H-5’’a , H-
5’’b 

61,0 3,23 e 3,58 

 

 de se verif que existem dois onos se 

correlacionando com os hidrogênios cujo

(61,0 ppm) se correlacionado com os hidrogênios H-5’’a e H-5’’b. 

 

Pelo HMQC po icar carb

 deslocamento químico é 3,07 ppm. 

Pode-se também verificar dois sinais de carbono em um único deslocamento 
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HMBC 

  As correlações a longa distância estão sumarizadas na tabela 30 

abela 32. Sinais de correlações a longa distância C-H de Bixa 2. 
 

(Espectros 16 e 17, pág. 191 e 192). 

 

T

Bixa 1 1H 
δ H 

(ppm) 

13C 
δ C(ppm) 

 
Quercetina 

 
H-6         C(8; 10 e 5)     6,17 94,0; 104 e 162,0 
H-8         C(10; 9 e 7)      6,38 104,0; 158,0 e 166,0 
H-5’         C(1’ e 3’) 6,85 122,0; 146,0 
H-2’       C(2’; 6’;3’ e 4e H6’ ’) 7,57 116,0; 123,0; 146,0 e 149,0 

 
β-Xilop ranose i

 
H-2’’          C(4’’) 3,21 77,0 
 

  dados mostrados anteriormente a glicosilação poderia estar em 

quatro posições: C-3, C-7, C-3’e C-4’, a posição C-5 foi descartada pelo fato 

o hi ênio da hidroxila desta posição estar presente no RMN 1H (12,3 

ação fosse 

m C-7 o deslocamento químico desse carbono ficaria na faixa de 163 ppm e 

Pelos

d drog

ppm). A glicosilação nas posições C-3’ e C-4’ foram descartadas pois se a 

glicosilação estivesse no anel B, em um desses carbonos, o C-1’ teria uma 

deslocamento químico na faixa de 125 ppm (Agrawal, 1989), o que não foi 

observado para este carbono no espectro de Bixa 2. Caso a glicosil

e
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o observado, através do HMBC para este carbono foi de 166,0 ppm (Agrawal, 

rutura da quercetina 3-O-β-xilopiranose. 

ortanto, a quercetina de Bixa 2 é monoglicosídica em 3, cujo açúcar 

 

 
 
 

 

 

1989). Por eliminação e comparando com a literatura (Haribal e Renwick, 

1998) propõem-se para Bixa 2 a est

P

corresponde a β-xilopiranose (Haribal e Renwick, 1998).

 

 

Espectro 11. RMN de 1H em DMSO-d6 de Bixa 2 
 

 Hidrogênios aglicona  
Hidrogênios açúcar 

DMSO-d6
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spectro 12. RMN de 1H em DMSO-d6 de Bixa 2 
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spectro 13. COSY (1H-1H) de Bixa 2 
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Espectro 14. COSY (1H-1H) da parte glicosídica de Bixa 2 
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Espectro 15. HMQC de Bixa 2 
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spectro 16. HMBC de Bixa 2 
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CONCLUSÕES FINAIS 
 

1 - Os testes in vitro da atividade antimicrobiana permitiram verificar a 

importância da interação entre macro e micromoléculas em extratos de 

plantas. Algumas espécies como Momordica charantia L. (melão-de-

São-Caetano), Schinus molle L. (aroeira) e Schinus terebinthifolius Raddi 

(aroeira) apresentaram atividade antimicrobiana apenas no extrato 

aquoso, a separação entre macro e micromoléculas revelou um efeito 

negativo na atividade antimicrobiana dessas plantas. No entanto, as 

espécies Anacardium occidentale L. (cajueiro), Solanum sp., 

Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott. (taioba), Kalanchoe brasiliensis 

Camb. (coirama) e Malpighia glabra L. (acerola) mostraram atividade 

antimicrobiana apenas no sobrenadante (micromoléculas). E outras, 

como Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Bixa orellana L. (urucum) e 

Crotalaria pallida Aiton chocalho-de-cascavel), foram ativos tanto os 

extratos aquosos totais (conjunto de macro e micromoléculas) quanto os 

sobrenadantes (apenas micromoléculas).  

2 – Também foi possível observar que Rosmarinus officinalis e Bixa orellana 

contra certos microrganismos apresentaram atividade somente para o 

extrato aquoso total (Rosmarinus officinalis e Bixa orellana contra a 

bactéria Lactobacillus casei), sobrenadante (Bixa orellana contra o fungo 
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Trichophyton rubrum), extrato aquoso total e sobrenadante (Rosmarinus 

Rosmarinus officinalis e Bixa 

3 - O

4 – O

ram observados para o extrato 

atividade antibacteriana foram submetidos a bioautografia, exceto os 

officinalis contra Trichophyton rubrum; e 

orellana contra MRSA). Esses resultados levam a crer que, além das 

variáveis como concentração e interrupção do sinergismo entre as 

substâncias ativas de plantas, também pode haver uma seletividade das 

substancias ativas em relação a diferentes alvos no mecanismo 

antimicrobiano contra fungos e bactérias.  

s estudos da atividade antimicrobiana também permitiram verificar que 

as espécies Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Bixa orellana 

apresentam atividade contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus 

O melhor resultado foi para o extrato aquoso de Rosmarinus officinalis 

contra MRSA (6 µg/ml).  

 ensaio da bioautografia foi realizado para fungos e bactérias. A solução 

de BAW 8:1:1 foi usada para a eluição das placas de CCF. Foram 

testados para os fungos somente os extratos e sobrenadantes das plantas 

que apresentaram atividade contra Candida albicans e Cryptococcus 

neoformans. Halos de inibição visíveis fo

aquoso total de Schinus molle (Rf 0,89) e Schinus terebinthifolius (Rf 

0,80) contra Candida albicans, assim como para o sobrenadante de 

Anacardium occidentale (Rf 0,31) contra Cryptococcus 

neoformans.Todos os extratos aquosos e sobrenadantes que apresentaram 
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extratos aquosos de Bixa orellana e Rosmarinus officinalis. Mostraram 

halos de inbição, os sobrenadantes de Solanum sp. (Rf 0,22) contra 

MSSA, Rosmarinus officinalis (Rf 0,16) e Bixa orellana (Rf0,68) contra 

MRSA. 

icou clara a abundância em flavonóides pelo método de CLAE-AFD das 

espécies Anacardium occidentale, Kalanchoe brasiliensis e Bixa 

orellana. As espécies Rosmarinus officinal

5 – F

is, Schinus molle, Solanum sp. 

6 - O pécie Bixa orellana forneceu dois flavonóides 

7 - O

e Crotalaria pallida mostraram um conteúdo médio em flavonóides. E 

algumas espécies apresentaram um conteúdo baixo ou ausente em 

flavonóides como Xanthosoma sagittifolium, Malpighia glabra e Schinus 

terebinthifolius. 

 estudo fitoquímico da es

O-glicosilados: a hipolaetina 8-O-β-glucuronídeo e a quercetina 3-O-β-

xilopiranosídeo. É a primeira vez que esses dois flavonóides foram 

isolados de Bixa orellana. 

 estudo da atividade seqüestradora de radicais livres (antioxidante) pelo 

método do DPPH (radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila) apresentou 

resultados interessantes. A espécie Schinus terebinthifolius (extrato 

aquoso) que não revelou flavonóides detectáveis por CCF 

(Cromatografia em Camada Fina) e CLAE-AFD mostrou a melhor 

atividade antioxidante. Das frações, o melhor resultado foi para a 

partição em acetato de etila de Bixa orellana, rica em flavonóides.  
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8 -

to parece está relacionado à atividade antioxidante. Todas as 

9 – 

de o científico em muitos aspectos, pois na sua 

firmação desse saber popular é feita pelos 

 

 

 

 

 

 

 Foi possível traçar um paralelo entre atividade antioxidante, 

antimicrobiana e conteúdo flavonoídico. O conteúdo flavonoídico parece 

não influenciar na atividade antimicrobiana de Xanthosoma sagittifolium, 

no entan

plantas alimentícias e medicinais com atividade antimicrobiana 

apresentaram capacidade seqüestradora de radicais livres significante, 

exceto Xanthosoma sagittifolium. 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que diferentes 

substâncias presentes em extratos de plantas são responsáveis pelas 

atividades biológicas atribuídas a essas plantas. Ressaltando que o saber 

popular transcen

ignorância da riqueza da constituição química das plantas, rezadoras e 

curandeiros, entre outros, utilizam na maioria das vezes plantas que são 

ricas em flavonóides ou fenólicos e outras classes químicas detectadas no 

nosso experimento. A con

relatos científicos sobre as atividades biológicas dessas plantas. 
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10 – Com base na constituição química e atividade antimicrobiana e 

antioxidante com certeza, após estudos mais aprofundados em relação à 

falta de toxicidade e eficácia dessas plantas em ensaios específicos para a 

pele, as plantas estudadas nesse trabalho poderão ser utilizadas como 

fitoterápicos ou, ainda, em alguns casos como nutracêuticos. 
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