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RESUMO 
 

A crescente utilização de produtos de origem vegetal, tem sido motivo de preocupação das 
autoridades sanitárias no que diz respeito ao seu uso racional e às especificações de qualidade. 
Sob o aspecto da qualidade farmacêutica destes produtos, os métodos cromatográficos têm 
sido amplamente empregados para as avaliações qualitativa e quantitativa destas matrizes 
complexas e seus derivados. Isto se deve a capacidade que possuem estas técnicas para 
separação da mistura de compostos do metabolismo secundários, especialmente para o 
estabelecimento de perfis químicos qualitativos (fingerprints). Portanto, o objetivo deste 
trabalho foi a avaliação de perfis químicos de espécies vegetais tradicionais através das 
cromatografias em camada delgada (CCD) e líquida de alta eficiência (CLAE). Para tanto, 
sete espécies vegetais com relevância para a terapêutica regional foram selecionadas 
(Anacardium occidentale L.; Annona muricata L.; Guazuma ulmifolia Lam.; Phyllanthus 
niruni L.; Psidium guajava L.; Punica granatum L. e Spondias mombin Jacq.); submetidas a 
triagem fitoquímica (derivados antracênicos e cinâmicos, flavonoides e taninos que são 
classificados como polifenois); e, em seguida, desenvolvidos os perfis fitoquímicos por CCD 
e CLAE. As amostras de cada um dos materiais vegetais foram identificadas e caracterizadas 
de acordo com os métodos gerais da Farmacopeia Brasileira e, após padronização química, 
submetidos à avaliação dos potenciais citotóxico e antimicrobiano. A triagem fitoquímica 
revelou que as espécies vegetais estudadas apresentaram derivados cinâmicos, flavonoides e 
taninos (hidrolisados e condensados). Todas as amostras atenderam as especificações 
preconizadas pela Farmacopeia Brasileira para matéria-estranha, umidade, cinzas, teor de 
extrativo e granulometria. Os perfis químicos por CCD e CLAE revelaram bandas/picos 
típicos para algumas espécies e poderão ser empregados como referência para predição da 
qualidade química do insumo. Considerando as propriedades biológicas das espécies vegetais, 
apenas duas espécies apresentaram moderada citotoxicidade (A. occidentale e G. ulmifolia), 
enquanto as espécies A. muricata; G. ulmifolia; P. niruri; P. guajava; P. granatum e S. 
mombin apresentaram propriedades antifúngicas e antibacterianas e a espécie A. occidentale 
apresentou atividade antifúngica. Dessa forma, os resultados deste estudo permitiram relatar 
pela primeira vez perfis químicos que poderão ser usados como preditores da qualidade 
química e biológica para a padronização de matérias-primas vegetais e produtos derivados.  
 
Palavras-chaves: Impressões digitais. Plantas medicinais. Cromatografia em camada 
delgada. HPLC. Antimicrobianos. Citotoxicidade. 

 



 
 

ABSTRACT 
 

In general, the access to medicinal plants is facilitated by the possibility of own cultivation or 
by the wide commercialization in markets and free markets. Therefore, the increasing use of 
plant products has been a matter of concern to the health authorities as regards their rational 
use and quality specifications. As to the pharmaceutical quality of these products, 
chromatographic methods have been widely used for the qualitative and quantitative 
evaluations of these complex matrices and their derivatives. This is due to the ability of these 
techniques to separate the mixture of compounds from secondary metabolism, especially for 
the establishment of qualitative chemical profiles (fingerprints). Therefore, the objective of 
this work was the evaluation of chemical profiles of traditional plants species through thin 
layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). 
Therefore, seven plant species with relevance to the regional therapy were selected 
(Anacardium occidentale L., Annona muricata L., Guazuma ulmifolia Lam., Phyllanthus 
niruni L., Psidium guajava L., Punica granatum L. and Spondias mombin Jacq.; submitted to 
phytochemical screening (anthracene and cinnamic derivatives, flavonoids and tannins that 
are classified as polyphenols); and then, developed the phytochemical profiles by TLC and 
HPLC. Samples of each of the plant materials were identified and characterized according to 
the general methods of the Brazilian Pharmacopoeia and, after chemical standardization, 
submitted to the evaluation of cytotoxic and antimicrobial activity. Phytochemical screening 
revealed that the studied plant species presented cinnamic, flavonoid and tannin derivatives 
(hydrolysable and condensed). All samples comply with the specifications recommended by 
the Brazilian Pharmacopoeia for foreign matter, moisture, ash, extractive content and particle 
size. The chemical profiles by TLC and HPLC revealed typical bands/peaks for some species 
and could be used as reference for predicting the chemical quality of the material. Considering 
the biological properties of the plant species, only two species showed moderate cytotoxicity 
(A. occidentale and G. ulmifolia), while the species A. muricata; G. ulmifolia; P. niruri; P. 
guajava; P. granatum and S. mombin presented antifungal and antibacterial properties and A. 
occidentale had antifungal activity. Thus, the results of this study allowed us to report for the 
first time chemical profiles that could be used as predictors of chemical and biological quality 
for the standardization of herbal materials and derived products. 
 
Keywords: Fingerprints. Medicinal plants. Thin layer chromatography. HPLC. 
Antimicrobials. Cytotoxic. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Nas últimas décadas, vem crescendo a utilização de plantas medicinais e fitoterápicos, 

principalmente nos países em desenvolvimento. Em alguns casos o emprego de plantas 

medicinais figura como o principal recurso disponível ou, até mesmo, como o único para o 

tratamento primário de saúde. De forma geral, plantas medicinais são de fácil acesso, em 

função da possibilidade de cultivo pelo próprio usuário ou da comercialização em mercados e 

feiras livres (MACIEL et al., 2002; GANGADEVI et al., 2008; AROKIYARAJ et al., 2008; 

GIL, 2010). 

Devido ao interesse cada vez maior pelas plantas medicinais, os estudos acerca do tema 

têm avançado sistematicamente. Houve um aumento no número de pesquisas que foram 

motivadas pelas perspectivas de emprego terapêutico de diversas destas espécies vegetais 

utilizadas tradicionalmente. As informações muitas vezes são obtidas pelas utilizações que a 

população faz das plantas medicinais e com uso constante para determinada doença, tornando 

assim relevante a sua aplicação na medicina popular (MACIEL et al., 2002; OLIVEIRA et al. 

2010). 

O Brasil tem uma rica história de uso das plantas medicinais no tratamento dos 

problemas de saúde da população, que foi construído com base na experiência e transmitido 

de forma oral, através da medicina popular (BRUNING, MOSEGUI, VIANA, 2012). E, na 

tentativa de resgatar esses conhecimentos e torná-los mais acessíveis à população, o governo 

federal criou a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) para a 

implantação e implementação no Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2006; 

FIGUEREDO, GURGEL, GURGEL JUNIOR, 2014). Nesse contexto, uma lista denominada 

de Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus) contenho 71 

espécies de plantas de interesse para o SUS foi divulgada pela PNPMF com a finalidade de 

orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboração da relação de fitoterápicos 

disponíveis para uso da população, com segurança e eficácia para o tratamento de 

determinada doença, (RENISUS, 2009). 

Com o crescimento mundial do emprego de plantas medicinais e seus produtos 

derivados, aumentou a preocupação das autoridades sanitárias no que diz respeito ao controle 

de qualidade, segurança e eficácia desses produtos (FAN et al., 2006; GOMATHI et al., 

2012).  



23 
 

 
 

Sob esse aspecto, a cromatografia em camada delgada (CCD) é bastante utilizada para o 

controle de qualidade de drogas vegetais, em virtude de sua simplicidade de execução, baixo 

custo operacional e de rápida reposta para análise (MARSTON, 2007). 

Outra técnica muito utilizada para análises de drogas vegetais e que tem se destacado 

pela sensibilidade e eficiência de separação dos componentes (LIU et al., 2011) é a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Tem como uma grande vantagem a 

possibilidade de acoplar diferentes detectores, como UV e arranjo de diodos (DAD), que são 

bastantes utilizados para impressões digitais de drogas vegetais (JI et al., 2005; FAN et al., 

2006).  

Nesse contexto, o perfil fitoquímico da planta ou do seu produto derivado é 

fundamental para assegurar a qualidade e reprodutibilidade da eficácia terapêutica. Sendo 

assim, a impressão digital cromatográfica (fingerprint) é uma ferramenta analítica alternativa 

para identificação, autenticação e controle de qualidade de plantas medicinais 

(HARIPRASAD; RAMAKRISHNAN, 2012).  

Para realização deste estudo, foram selecionadas algumas espécies vegetais 

reconhecidamente medicinais de uso tradicional no nordeste brasileiro, e que são citadas com 

frequência em programas públicos de saúde, tais como, Farmácias Vivas (MATOS, 2002; 

MATOS, 2007) e ou centros comunitários (TEIXEIRA; MELO, 2006; ALBUQUERQUE et 

al., 2007a; ALBUQUERQUE et al., 2007b; OLIVEIRA et al., 2010). Em diversas pesquisas 

etnobotânica realizadas em algumas comunidades na região nordeste do país, são citadas 

centenas de plantas por tais comunidades, bem como a forma de uso e a parte da planta que é 

utilizada, mostrando assim a importância das plantas medicinais no tratamento primário para a 

saúde (NETO et al., 2014; BAPTISTEL et al., 2014). Desta forma, tais espécies 

desempenham papel importante para as comunidades, muitas das quais na maioria das vezes 

não possuem outra forma de acesso para o tratamento de diversas doenças.  

Foram selecionadas as seguintes espécies: Anacardium occidentale L.; Annona 

muricata L.; Guazuma ulmifolia Lam.; Psidium guajava L.; Phyllanthus niruri L.; Punica 

granatum L. e Spondias mombin Jacq., as quais foram submetidas à pesquisa de impressões 

digitais para detectar principalmente a presença de polifenois do tipo taninos, flavonoides e 

derivados cinâmicos. Estas plantas são empregadas na medicina tradicional no tratamento de 

diversas enfermidades e destacam-se em virtude da associação de sua composição química 

com diversas propriedades farmacológicas, entre as quais, antioxidante, anti-inflamatória, 

antiulcerogênica, antimicrobiana, antiviral, anti-hipertensiva, problemas circulatórios entre 
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outros (GALINA et al., 2005; MATOS, 2007; SILVA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 

2007a; ALBUQUERQUE et al., 2007b) 

Neste contexto, o emprego da CCD como ferramenta de identificação e de 

determinação qualitativa da composição química, tem recebido atenção especial para o 

controle de qualidade de drogas vegetais de interesse medicinal. Sendo assim o propósito 

principal do presente trabalho é o estabelecimento do perfil cromatográfico padrão para 

polifenois das espécies vegetais selecionadas e cujo uso medicinal é amplamente difundido no 

nordeste brasileiro. 
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2 OBJETIVOS 
 

Desenvolver perfis químicos, que possam ser empregados como ferramenta de 

identificação e de avaliação da qualidade de drogas vegetais amplamente empregadas na 

medicina tradicional da região Nordeste do Brasil, e avaliar a citotoxicidade a atividade 

antimicrobiana dos extratos brutos obtidos. 

 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Coletar e identificar as espécies vegetais objetos do estudo; 

 Caracterizar o material vegetal através de ensaios físico-químicos; 

 Desenvolver e otimizar métodos extrativos que valorizem os compostos fenólicos de 

cada espécie; 

 Avaliar, otimizar e/ou desenvolver sistemas cromatográficos por CCD capazes de 

separar satisfatoriamente os metabólitos de interesse das espécies em estudo.  

 Avaliar a influência de fontes de variabilidade como local de coleta sobre a 

reprodutibilidade dos perfis químicos típicos obtidos por CCD para cada espécie. 

 Traçar o perfil químico comparativo entre amostras da mesma espécie por CLAE-

DAD. 

 Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos. 

 Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos. 

.
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 
3.1 ESPÉCIES VEGETAIS INVESTIGADAS 

3.1.1 Anacardium occidentale L.  

 

Anacardium occidentale pertence à família Anacardiaceae, é uma das espécies usada na 

medicina tradicional como antidiarreico e anti-inflamatório, além de possuir alto valor 

alimentar e importância econômica (VIANA, LEAL, VASCONCELOS, 2013). A. occidentale 

é uma planta nativa do Brasil conhecida popularmente como cajueiro, e encontrada em todo 

território nacional. A espécie possui relevante papel econômico para região nordeste, 

principalmente nos estados do Ceará, Rio Grande do Norte e Piauí (CORRÊA, 1984).  

Considerando sua composição química, estudos fitoquímicos das folhas reportaram a 

presença de flavonoide, galatos de metila e etila, os ácidos gálico e procatéquico. (MATOS, 

2007). Segundo Konan e Bacchi (2007), um estudo com extrato etanólico das folhas, 

analisado por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao espectro de massa, indicou 

a presença de compostos fenólicos, tais como: quercetina, miricetina, catequina, epicatequina, 

amentoflavona, tetrâmero de proantocianidina e glicosídeos de quercetina não identificado. 

Além dos óleos essencias obtidos da folhas que apresentaram (E)-β-ocimene, α-copaeno, δ- 

cadieno, (E)-cariofileno e D-germacreno (MAIA, ANDRADE, ZOGHBI, 2000; 

MONTANARI et al., 2012).  

As folhas do cajueiro são utilizadas na medicina popular para tratar desordens do trato 

gastrintestinal (diarreia e gastrite) e hipertensão (AGRA et al., 2007; MATOS, 2007; SILVA 

et al., 2007, VIANA, LEAL, VASCONCELOS, 2013). Por esta razão, muitas das 

propriedades biológicas da espécie foram estudadas, algumas das quais foram comprovadas 

experimentalmente, tais como, anti-inflamatória (OLAJIDE et al., 2004; FALCÃO et al., 

2005); antidiabética (OLIVEIRA; SALTO, 1987/1989; KAMTCHOUING et al., 1998; 

BARBOSA-FILHO et al., 2005) e inibidora da enzima acetilcolinesterase (BARBOSA-

FILHO et al., 2006). 

No Brasil, A. occidentale está inserida na lista de espécies vegetais selecionadas para 

estudo pelo Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais e no Relatório Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS, 2009). 
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3.1.2 Annona muricata L. 

 

Annona muricata é conhecida popularmente por graviola e pertence à família da 

Annonaceae. É nativa das áreas tropicais desde a América Central até a América do Sul, 

principalmente da Amazônia (CORRÊA,1984; ITF, 2008). Além dos usos medicinais da 

espécie, o fruto, possui um grande valor como alimento, sendo amplamente consumido nas 

regiões norte e nordeste do Brasil, especialmente na produção de sucos, sorvetes e geleias 

(CORRÊA,1984).   

É uma planta utilizada com propriedades nutricionais pelo seu fruto de sabor exótico e 

na medicina popular para problemas renais, emagrecedor e hipoglicemiante (SOUSA et al. 

2004; CARTAXO et al., 2010), e também como antibacteriano, antiviral e antifúngico. 

Estudos recentes mostraram que A. muricata possui uma potencial atividade anticancerígena 

(CONSOLACION et al., 2012).  

A fitoquímica de extratos aquosos e etanólicos das folhas de A. muricata mostraram a 

presença de alcaloides, taninos, flavonoides, cumarinas, terpenos, saponinas, antraquinonas, 

lactonas, glicosídeos cardioativos, fenóis e fitoesterois (GAVAMUKULYA et al., 2014). 

 

3.1.3 Guazuma ulmifolia Lam. 

 

Guazuma ulmifolia é uma planta lenhosa, atualmente enquadra-se na família Malvaceae, 

é conhecida popularmente como mutamba. É encontrada desde o México até o sul do Brasil. 

Suas folhas e raízes possuem atividade antidiarreica e cicatrizante, já as atividades 

gastrointestinais e respiratórias são atribuídas às cascas e caule (DUARTE, DRANKA, 

YANO, 2011). É também utilizada pela população para distúrbios renais, alopecia, tosse e 

febre (GALINA et al., 2005; LOPES et al., 2009; PATIL, BIRADOR, 2013). 

Estudos fitoquímicos da infusão das cascas indicaram a presença de taninos e 

flavonoides. (ANDRADE-CETTO, HEINRICH, 2005; GALINA et al., 2005). Lopes e 

colaboradores. (2009) isolaram e identificaram nove taninos condensados de frações solúveis 

em acetato de etila obtidas de um extrato acetona:água. 
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3.1.4 Phyllanthus niruri L. 

 

Phyllanthus niruri é uma erva conhecida como quebra-pedra e pertencentes à família 

Euphorbiaceae. Esta espécie têm o uso popular associado ao tratamento de distúrbios renais, 

marcadamente no tratamento da litíase urinária através da promoção do relaxamento dos 

ureteres e a analgesia do sistema renal, facilitando a eliminação dos cálculos renais. Além 

disto, existem relatos de seu uso como anti-inflamatório de uma forma geral e leve atividade 

diurética (MATOS, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007a; ALBUQUERQUE et al., 2007b). 

Estudos fitoquímicos revelaram a presença de compostos como alcaloides, flavonoides, 

lignanas e triterpenos. Os triterpenos inibem a citotoxicidade induzida por oxalato de cálcio 

(MALINI, LENIN, VARALAKSHMI, 2000), bem como reduzem a formação de pedra que 

podem causar o cálculo renal (VIDYA, LENIN, VARALAKSHMI, 2002) e os marcadores de 

deposição de cristais nos rins (VIDYA, MALINI, VARALAKSHMI, 2000)  

P. niruri é uma das 71 espécies que está contida na lista do Renisus (RENISUS, 2012). 

3.1.5 Psidium guajava L. 

 

Da família Myrtaceae, Psidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira, é 

uma planta utilizada tradicionalmente por seu valor alimentar e nutricional. É encontrada em 

todas as regiões tropicais e subtropicais do mundo, incluindo América Latina, Europa, Ásia e 

África (GUTIERREZ et al., 2008; RISHIKA, SHARMA, 2011). 

Todas as partes da planta possuem atributos medicinais usados por gerações, portanto, 

compõem muitas listas de estudos etnobotânicos, mostrando grande versatilidade e valor em 

uso, sendo indicada para o tratamento de diarréia, inflamações da garganta e da boca 

(MATOS, 2007; GUTIERREZ et al., 2008; DAKAPPA-SHRUTHI et al., 2013). 

P. guajava está inserida na lista de espécies vegetais selecionadas do Renisus 

(RENISUS, 2012) 

No nordeste do Brasil, as folhas da goiabeira são usadas tradicionalmente para tratar 

doenças do trato digestivo, inflamação, gengivite e inflamações na garganta 

(ALBUQUERQUE et al., 2007a). No leste da Ásia e em outros países, o extrato das folhas é 

utilizado pela população para tratamento da diabetes (GUTIERREZ et al., 2008). 

É uma espécie bastante estudada quanto ao efeito antidiarrêico de suas folhas e cascas 

(SMITH, NIGEL, 1992; GONÇALVES, et al, 2005). Na avaliação de preparações 
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tradicionais da planta com cascas e folhas, foram encontrados taninos, flavonoides, saponinas 

e alcaloides e as atividades biológicas antiespasmódica e antidiarreica estão concentradas na 

fração polifenólica (TONA et al., 2000). 

3.1.6 Punica granatum L. 

 

Punica granatum atualmente enquadra-se na família Lythraceae é conhecida 

popularmente como romã. É um arbusto nativo da região que abrange desde o Irã até o 

Himalaia, a noroeste da Índia. É encontrada na mitologia, na arte egípcia, no antigo 

testamento e no Talmude da Babilônia (LANGLEY, 2000, NEURATH et al., 2004; 

LORENZI & SOUZA, 2001; VIANA, LEAL, VASCONCELOS, 2013)  

. Pode chegar até 28% de taninos nas cascas do seu fruto, e provavelmente sejam eles os 

responsáveis pela ação terapêutica de suas cascas, nos casos de estomatite, amigdalite, 

faringite, anemia, gastrite, indigestão, laringite e vaginite (MATOS, 2007; ALBUQUERQUE 

et al., 2007a; ALBUQUERQUE et al., 2007b). 

Na lista do Renisus também está inserida P. granatum como uma das espécies de 

interesse no SUS (RENISUS, 2012) 

 

3.1.7 Spondias mombin Jacq. 

 

Spondias mombin pertence à família Anacardiaceae, é uma árvore frutífera e conhecida 

popularmente por cajazeira. Na medicina tradicional, o cozimento das folhas é utilizado como 

gargarejo para tratar inflamações da boca e garganta (MATOS, 2007). O chá das folhas 

também é utilizado no tratamento de alguns sintomas tais como pressão alta, tosse, gonorreia, 

cáries, vermes intestinais e transtornos gastrointestinais (BOUQUET; DEBRAY, 1974; 

AYOKA et al., 2008). 

Pesquisa realizada com extrato metanólico das folhas da cajazeira relatou atividade 

antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosae, Shigella dysenteriae, enquanto extratos da 

casca do caule inibiram o crescimento das bactérias Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. 

Também há relato de atividade contra Mycobacterium tuberculosis (OLUGBUYIRO; 

MOODY; HAMANN, 2009). A atividade antiviral contra os vírus Coxsakii B e Herpes 

Simplex I têm sido atribuída à presença de quatro substâncias, sendo duas do grupo dos 
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elagitaninos, geraniina e galoilgeraniina (CORTHOUT et al., 1991; MATOS, 2002; NJOKU; 

AKUMEFALA, 2007).  

A análise fitoquímica do extrato bruto metanólico das folhas de S. mombin revelou a 

presença de taninos hidrolisáveis e saponinas (ACCIOLY et al., 2012).  Suas folhas 

apresentaram em estudos fitoquímicos a presença de taninos, saponinas, resinas, esteróis e 

triterpenos, flavonoides e alcaloides (ABO et al., 1999; CARABALLO; CARABALLO; 

RODRÍGUEZ-ACOSTA, 2004; ASUQUO et al., 2013). 

 

3.2 POLIFENOIS 

 
Antes de receberem a denominação de polifenois, esse grupo derivado de plantas 

medicinais era chamado por “tanino vegetal”, porque os extratos de plantas ricos nesse grupo 

era utilizado na curtição de couro de animais. 

 Os compostos fenólicos ou polifenois pertencem a uma classe de compostos que 

inclui uma grande diversidade de estruturas simples e complexas, que possuem pelo menos 

um anel aromático no qual, ao menos um hidrogênio é substituído por um grupamento 

hidroxila. Estão amplamente distribuídos no reino vegetal (SIMÕES et al., 2010). São 

metabólitos secundários de plantas com importância quando se tratam da qualidade 

nutricional e funcional (LAPORNIK; PROSEK; GOLC, 2005). Estes são conhecidos por ser 

o grupo de compostos mais abundante na natureza, apresentando considerável importância 

fisiológica e morfológica para as plantas, além de apresentarem diversas funções biológicas 

(PINELO et al., 2005). 

Eles podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto principal, e são constituídos 

por fenóis simples, ácidos fenólicos (ácido benzoico e derivados cinâmicos), antraquinonas, 

cumarinas, flavonoides, lignanas e ligninas, e taninos hidrolisáveis e condensados (SIMÕES 

et al., 2010). 

Os derivados cinâmicos são classificados como fenóis simples. No reino vegetal, são 

distribuídos amplamente ao menos quatro desses derivados, são eles: ácido p-cumárico, ácido 

cafeico, ácido ferúlico e ácido sinápico. Praticamente todos os vegetais possuem ao menos um 

desses ácidos (SIMÕES et al., 2010). O derivado cinâmico cafeato de metila, possui atividade 

antitumoral e antimicrobiana, e outros compostos desse mesmo grupo estão envolvidos no 

controle de alguns processos inflamatórios (SHARMA, 2011). 

As antraquinonas são compostos orgânicos derivados do antraceno, formado a partir 

da oxidação dos fenóis. Sua principal característica é a presença de dois grupos carbonílicos 
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que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligações duplas. A principal 

atividade biológica atribuída às quinonas é a atividade laxante (SIMÕES et al., 2010). 

Os flavonoides representam um dos grupos fenólicos mais importantes e 

diversificados entre os produtos de origem natural e amplamente distribuído no reino vegetal. 

Uma grande variedade de propriedades farmacológicas é encontrada nesse grupo, tais como: 

antiviral, antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral, permeabilidade capilar e também 

atividade hormonal (SIMÕES et al., 2010). 

Os taninos correspondem a um grupo de metabólitos secundários amplamente 

distribuído no reino vegetal, ao qual é atribuído um número significativo de atividades 

farmacológicas tais como adstringente e antioxidante (HASLAM et al.,1989). São substâncias 

complexas de natureza polifenólica, com peso molecular variando de 500 a 3000 Dalton 

(MELLO; SANTOS, 2017). 

 

3.3 FINGERPRINTS, CCD e CLAE 

 

O controle de qualidade de fitoterápico tem atualmente como aliado uma poderosa 

ferramenta, as impressões digitais cromatográficas (FAN et al., 2006).  

As impressões digitais, fingerprints, fornecem perfis cromatográficos que servem de 

referência para drogas vegetais compostas por diversos constituintes químicos, e assim podem 

apresentar-se como um guia de referência para padronizações futuras (ALAJMI, ALAM, 

2013). Elas são aceitas e recomendadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

(WORLD, 2000), Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency 

(EMA), para realizar o controle de qualidade de matéria-prima vegetal, extratos e produtos 

acabados, enfatizando a utilização de um perfil cromatográfico de compostos 

farmacologicamente ou quimicamente ativos presentes. Este perfil pode ser fundamental para 

representar a integridade de tais produtos, representando as similaridades e diferenças 

encontradas nas espécies investigadas (FDA, 2004; EMEA, 2006; GIRI et al., 2010). 

As impressões digitais podem ser empregadas através da utilização de diversos 

métodos, entre eles, os cromatográficos como a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE), Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia em Camada Delgada de 

Alta Eficiência (CCDAE) e Cromatografia Gasosa (CG) além da técnica espectroscópica de 

Infravermelho (IV) (LIANG, XIE, CHAN, 2004; TISTAERT, DEJAEGHER, HEYDEN, 

2011).  
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Um dos métodos cromatográficos mais eficientes e utilizados é a CLAE, pois 

consegue separar uma mistura de compostos, tornando-se muito utilizada para análises de 

produtos naturais, por se tratar de uma matriz complexa na qual essa técnica consegue 

separar, quantificar e identificar os principais compostos. 

É uma técnica de fácil operação, totalmente automatizado, com alta resolução, 

seletividade e sensibilidade. (HARRIS, 2003; SNYDER, KIRKLAND, DOLAN, 2010). Tem 

como uma grande vantagem a possibilidade de acoplar diferentes detectores, como UV e 

arranjo de diodos (DAD), que são bastantes utilizados para impressões digitais de drogas 

vegetais (JI et al., 2005; FAN et al., 2006).  

A CLAE tem se tornado o método de escolha quando se trata da obtenção de 

fingerprints de matérias-primas vegetais, em virtude de que a técnica também tem se 

destacado pela sensibilidade e eficiência de separação dos componentes (LIU et al., 2011). 

No entanto, essa é uma técnica que requer um alto investimento financeiro e utiliza 

grandes volumes de solventes nocivos ao homem e meio ambiente. (JI et al., 2005; FAN et 

al., 2006).   

Apesar de ser uma técnica simples e antiga, a CCD, ainda hoje é bastante utilizada em 

diversas partes do mundo e desempenha um importante papel na análise química de plantas 

medicinais (SHERMA, 2008). A CCD além de simples, é rápida e econômica quando 

tratamos de análises qualitativas. Mas, nos últimos anos, foram desenvolvidos novos tipos de 

adsorventes e com qualidade diferenciada, como tamanho de partículas desses adsorventes e a 

espessura de sua camada na placa cromatográfica (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006). 

 

3.4 ATIVIDADE CITOTÓXICA DE EXTRATOS VEGETAIS 
 

As plantas medicinais são compostas por diversos grupos químicos que formam uma 

matriz complexa, que lhes conferem algumas atividades biológicas, mas também podem 

possuir substâncias nocivas aos humanos e animais, onde essas substâncias podem ser 

produzidas por elas como defesa natural (BRAGA, RATES, SIMÕES, 2017) 

A citotoxicidade de plantas medicinais pode ser considerada como um problema de 

saúde pública, pois efeitos adversos e interações com outras drogas ocorrem com frequência 

(VEIGA JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005) 

Alguns compostos isolados de plantas medicinais possuem atividade citotóxica e 

apresentam relação com a incidência de tumores, como as saponinas e terpenos que possuem 

efeito tóxico renal (VOLPATO, 2005) 
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Perante essas informações, é de extrema importância que as drogas vegetais sejam 

submetidas à ensaios de citotoxicidade para garantir sua eficácia e segurança. 

 

3. 5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS 
 

O uso tradicional de plantas medicinais desperta o interesse de pesquisadores pela 

busca de informações das espécies vegetais mais utilizadas que tem como embasamento o uso 

empírico para buscar a comprovação da sua eficácia como profilática e curativa de diversas 

infecções (MICHELIN et al., 2005).  

Elas se destacam como alternativa e ganharam popularidade devido aos baixos efeitos 

colaterais quando comparados aos medicamentos antibióticos e que são resistentes algumas 

cepas (ANAND et al., 2015)   

As plantas são cada vez mais estudadas por serem possíveis fontes de substâncias com 

atividade antimicrobianas (MENDES et. al., 2011). Dentre elas, destacam-se os polifenois que 

tiveram sua atividade antibacteriana estuda por Rhodes e colaboradores (2006). 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

 

As amostras dos materiais vegetais foram coletadas em diferentes municípios da 

Região Nordeste (Quadro 1). Após coleta, os materiais foram submetidos à secagem em 

estufa de ar circulante sob temperatura de 40 °C (Modelo Luca 82/480, Lucadema®) 

durante 3 dias. Em seguida, as amostras foram trituradas em moinho de facas tipo 

Willye (Modelo 340 série 100/08, Adamo®) com malha de 10 mesh. 

A parte utilizada da amostra de Punica granatum foram as cascas dos frutos, e 

de todas as outras foram utilizadas as folhas. 

As amostras foram encaminhadas para o Instituto Agronômico de Pernambuco 

(IPA) para identificação botânica. 

 

4.1.1 Caracterização físico-química do material vegetal 

 

As amostras foram caracterizadas empregando métodos gerais em 

Farmacognosia de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5ª edição (BRASIL, 2010), 

conforme descrito nos itens a seguir. 

 

Determinação de material estranho 

 

Cerca de 25 g da amostra foram colocadas sobre uma folha de papel numa 

superfície plana e espalhadas cuidadosamente em uma fina camada e separadas por 

quarteamento. De forma manual, os materiais estranhos foram separados, inicialmente a 

olho nu, e posteriormente, com o auxílio de uma lente de aumento. O material separado 

foi pesado e anotado o valor para determinação da percentagem em relação à massa 

inicial da droga vegetal pesada para o ensaio. 
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Quadro 1 - Coleta das amostras e suas respectivas localizações. 

Espécie 

Local da coleta 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

Local Data Tomb. Local Data Tomb. Local Data Tomb. 

Anacardium occidentale L. Fortaleza-CE 06/14 90152 Recife- PE 07/14 89991 Limoeiro-PE 09/14 89990 

Annona muricata L. Fortaleza-CE 06/14 90153 Caruaru-PE 08/14 89992 Bezerros-PE 09/14 90450 

Guazuma ulmifolia Lam Pau D’alho-PE 03/15 90096 Lagoa do Itaenga-PE 04/16 91097 Fortaleza-CE 06/16 91418 

Phyllanthus niruri L. Fortaleza-CE 06/14 90149 Recife-PE 03/15 89760 Paulista-PE 05/16 91098 

Psidium guajava L. Fortaleza-CE 05/14 90151 Caruaru-PE 08/14 89761 Bezerros-PE 09/14 90449 

Punica granatum L. Fortaleza-CE 01/15 90148 Recife-PE 04/15 90095 Paulista-PE 05/15 90170 

Spondias mombin Jacq. Caruaru-PE 08/14 89762 Limoeiro-PE 09/14 * Paulista-PE 05/14 90169 

*Não foi possível identificação. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Perda por dessecação 

 

A determinação de água nas amostras foi realizada pelo método gravimétrico em 

estufa, onde cerca de 2 g da amostra foi colocada em pesa-filtro tarado que foi preparado 

previamente dessecado nas mesmas condições da análise durante 30 minutos. A amostra foi 

dessecada a 100 – 105 ºC em estufa (Modelo CO 18, Precision Scientific Thelco®) por 5 horas 

até peso constante. A quantidade de água na amostra foi calculada em relação à droga seca. 

  

Determinação de cinzas (totais e insolúveis em ácido) 

 

Cerca de 3 g da amostra pulverizada, foram transferidas para cadinho previamente 

tarado. A amostra foi incinerada aumentando, gradativamente, à temperatura até, no máximo, 

600 ºC. Um gradiente de temperatura (30 minutos a 200 ºC, 60 minutos a 400 ºC e 90 minutos 

a 600 ºC) foi utilizado. Em seguida, a amostra foi resfriada em dessecador e pesada, sendo 

colocada novamente no forno mufla a 600 ºC por mais uma hora, e o procedimento foi 

repetido até peso constante.  

Para as amostras que apresentaram um percentual acima de 7% de cinzas totais, foi 

dado prosseguimento ao ensaio com a determinação de cinzas insolúveis em ácido. O resíduo 

obtido nas cinzas totais foi submetido à fervura por 5 minutos com 25 mL de ácido clorídrico 

a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de relógio. O vidro de relógio foi lavado com 5 mL 

de água quente, juntando a água de lavagem ao cadinho. O resíduo insolúvel em ácido foi 

recolhido sob papel filtro isento de cinza e lavado com água quente até que o filtrado 

apresentasse pH neutro. O papel filtro foi transferido para o cadinho de origem, seco em 

chapa aquecedora e incinerado à 500 ºC até peso constante. O cálculo percentual de cinzas 

insolúveis em ácido foi realizado em relação à droga seca ao ar. 

 

Teor de extrativos 

 

Cerca de 2 g da droga vegetal foram colocadas em balão volumétrico de fundo 

redondo e adicionados 100 mL de água e deixado sob refluxo em banho-maria (LUCA-

150/24/D, Lucadema®) à 85 ºC por 1 hora. Após, a amostra foi resfriada, filtrada e 25 mL do 

filtrado fotam colocados em pesa-filtro previamente tarado. A amostra foi seca em banho-

maria e levada para estufa a 100 – 105 ºC por 6 horas. A amostra foi retirada, resfriada em 

dessecador e o peso do teor de extrativo calculado em mg/g de material vegetal seco. 
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Análise granulométrica 

 

Cerca de 25 g de amostra foram pesadas e colocadas sobre um conjunto de tamises 

previamente tarados e distribuídos na seguinte sequência de tamanho da abertura da malha 

dispostos de cima para baixo, 850, 600, 425, 250, 150 e 75 µm e base coletora. O tamises 

foram submetidos à vibração no granulômetro (Bertel®) por 15 minutos. Após esse tempo, foi 

retirado e pesado cuidadosamente cada tâmis contendo a amostra retida. O cálculo foi 

realizado através do gráfico de retenção e passagem da amostra no ponto de intersecção dos 

mesmos. 

 

Análise dos dados 

 

Todas as análises descritas foram realizadas em triplicata e os dados apresentados 

utilizando média e desvio padrão. 

 

4.2 DESENVOLVIMENTO DOS PERFIS QUÍMICOS DAS AMOSTRAS VEGETAIS POR 

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) E CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) 

 

4.2.1 Otimização das condições cromatográficas utilizadas para a CCD 

 

Preparação das soluções extrativas 

 

Cerca de 1,0 g do material vegetal seco e triturado foi submetido à extração por 

refluxo em banho-maria, durante 15 minutos com 10 mL de metanol sob temperatura de 70 
°C.  Após filtração em papel filtro, cerca de 25 µL foram usados para análise cromatográfica.  

 

Sistemas cromatográficos 

 

Os principais sistemas utilizados como fase móvel estão os descritos no quadro 2. 
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Quadro 2 - Sistema de eluentes utilizados. 

Grupos químicos de 

interesse 
Sistema eluente 

Concentração 

(v/v) 

Derivados cinâmicos 
Tolueno: acetato de etila: metanol: ácido 

fórmico 
75:25:25:6 

Flavonoides 
Tolueno: acetato de etila: metanol: ácido 

fórmico 
75:25:25:6 

Taninos 

Tolueno: acetato de etila: metanol: ácido 

fórmico 

75:25:25:6 

75:25:10:6 

75:25:20:6 

Acetato de etila: ácido fórmico: água 

Acetato de etila: tolueno: ácido fórmico: água 

90:5:5 

80:10:5:5 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 

As substâncias padrões utilizadas como referência para cada grupo químico estão 

descritas no quadro 3. 

 

Quadro 3 - Substâncias padrões de referência. 

Grupos químicos de interesse Substâncias padrões 

Derivados cinâmicos Ácido cafeico 

Flavonoides Quercetina 

Taninos hidrolisáveis Ácido gálico 

Taninos condensados Catequina 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 

Os sistemas foram submetidos à ajustes de polaridade até definir aquele que 

apresentasse uma melhor separação e resolução das bandas. 

As amostras foram aplicadas de forma manual em placas cromatográficas de sílica gel 

60 - F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas (Camag®, 

20 x 10) após saturação com a fase móvel, específica para cada metabólito. A cuba foi 

saturada durante 30 minutos, aproximadamente, à temperatura ambiente. 
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O volume de aplicação das amostras foi de 25 µL e 15 µL para as substâncias padrões. 

Cada eluição durou aproximadamente 30 minutos. As bandas foram aplicadas com largura de 

10 mm e com uma distância entre elas e das bordas das placas de 5 mm. A largura da placa 

cromatográfica variou de acordo com a quantidade de amostras aplicadas, o comprimento foi 

de 10 cm; e, as amostras foram aplicadas a 10 mm da origem e com término de 5 mm do final 

da placa. 

Após a eluição das placas, as mesmas foram secas à temperatura ambiente em capela, 

e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visível. Em seguida foram 

digitalizadas com auxílio de fotodocumentador (UVP® Doc-It® LS Image Analysis Software) 

com câmera (Canon® Rebel T3 EOS 1100) acoplada. Na sequência foram reveladas com 

reagentes específicos para cada metabólito (Quadro 4). As bandas obtidas foram comparadas 

às bandas dos padrões correspondentes. 

 

Quadro 4 - Reagentes reveladores utilizados para cada metabólito. 

Metabólito de interesse Reagente 

Derivados cinâmicos Reagente natural (NEU) + PEG 5% etanólico 

Flavonoides Reagente natural (NEU) + PEG 5% etanólico 

Taninos Cloreto férrico 1% em etanol 

Fonte: Wagner (1996). 
 

4.2.2 Condições cromatográficas utilizadas para análise por CLAE 

 

Foram pesados, em balança analítica (Modelo AUY, Shimadzu®) cerca de 500 mg de 

cada amostra vegetal. Em seguida, foram transferidas para balão de fundo redondo de 250 mL 

e adicionados 100 mL de uma solução etanólica 50% (v/v). A amostra foi submetida à refluxo 

em banho-maria em uma temperatura de 85 ºC por 30 minutos. Em seguida, as amostras 

foram resfriadas e filtradas em papel de filtro. Uma alíquota de 10 mL foi retirada e diluída 

em balão volumétrico de 25 mL e o volume aferido com água ultra pura obtida pelo sistema 

Purelab Classic UV (Elga®). Por fim, a solução foi filtrada em membrana de PVDF 25 mm 

com tamanho de poro de 0,45 µm (Chromafil®) e submetido à análise no cromatógrafo 

líquido de alta eficiência nas condições descritas abaixo. 

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido equipado com detector de 

arranjo de fotodiodos (DAD), degaseificador e sistema de injetor automático (Ultimate 3000, 

ThermoScientific®). O sistema foi controlado pelo software Chromeleon® versão 6.8, que 
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também gerencia o sistema de aquisição e tratamento dos dados referentes as amostras. Foi 

utilizada uma coluna analítica de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno 

(Dionex®, C18; 5 m), protegida por pré-coluna empacotada com sílica octadecilsilanizada 

(Phenomenex®, C18, 3,9 m). As análises foram realizadas em temperatura ambiente (23 C ± 

2C), controlada por ar condicionado. A fase móvel utilizada foi constituída por água (A) e 

metanol grau HPLC (Tedia®) (B), acidificadas com 0,05% de ácido trifluoracético (Vetec®), 

fluxo da fase móvel de 0,8 mL/minuto em modo gradiente, previamente degaseificadas em 

banho de ultrassom (Ultracleaner® 1600A, Unique), nas seguintes condições: de 10-25% (B) 

em 10 minutos, 25-40% (B) em 5 minutos, 40-75% (B) em 20 minutos, 75-15% (B) em 1 

minuto. 

Foram injetados 20 µL das soluções amostras e as análises realizadas em triplicata. A 

leitura do detector de diodo foi realizada na faixa de 190 a 400 nm e a aquisição 

cromatográfica observada em 270 nm.  

 

4.3 DOSEAMENTO POR ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIÃO DO 

ULTRAVIOLETA-VISÍVEL (UV-Vis) 

 

4.3.1 Flavonoides totais 
 

Solução Estoque 

 

A extração foi realizada sob refluxo em banho-maria (LUCA-150/24/D, Lucadema®) 

num balão de fundo redondo contendo 0,5 g do material vegetal e 30 mL de solução 

hidroalcoólica (50%, v/v), durante 30 minutos. O extrato foi resfriado à temperatura ambiente 

e filtrado em algodão; o resíduo (algodão e material vegetal) foi submetido à extração por 

mais duas vezes, durante 15 minutos. As frações filtradas foram reunidas em balão 

volumétrico e o volume ajustado para 100,0 mL, com a solução hidroalcoólica 50%, 

constituindo a Solução Estoque. Essa metodologia foi adaptada aos métodos desenvolvidos e 

validados anteriormente por Petry e colaboradores (1998) e Marques e colaboradores (2012). 

 

Determinação da alíquota 

 

Alíquotas da solução estoque (que variaram de 1 a 5 mL de acordo com a espécie) 

foram transferidas para balão volumétrico de 25 mL, onde se adicionou 2,0 mL de solução 
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etanólica de cloreto de alumínio 5% (m/v), ajustando-se o volume, em seguida, com a solução 

hidroalcoólica 50%. Após adição da solução de cloreto de alumínio, a absorbância foi 

mensurada em espectrofotômetro, utilizando como branco uma solução de compensação 

(amostra sem a presença da solução de cloreto de alumínio). As amostras foram submetidas à 

varredura em espectrofotômetro (Evolution 60S, Thermo Scientific®) na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 900 nm, após 5 minutos da adição de solução reagente de 

cloreto de alumínio. 

 

Cálculo para determinação do teor de flavonoides totais (TFT) 

 

O teor de flavonoides totais, expresso em gramas de rutina por 0,5 g de droga seca, foi 

calculado pela equação: 

𝑇𝐹𝑇 =
A x FD

m x Eଵୡ୫
ଵ%

 

Onde: TFT = teor de flavonoides totais; A = absorvância lida; FD = fator de diluição; m = massa de droga seca 

(g); Eଵୡ୫ 
ଵ% = absorção específica do complexo rutina =cloreto de alumínio.  

 

4.3.2 Taninos totais 

 

Solução Estoque 

 

Foi pesado cerca de 0,50 g de droga vegetal moída e adicionados 150 mL de água 

destilada em um balão de fundo redondo. A preparação foi mantida sob refluxo durante 30 

minutos, em banho-maria (LUCA-150/24/D, Lucadema®) a temperatura de 80-90 °C, em 

seguida, resfriada até a temperatura ambiente. O conteúdo foi transferido para balão 

volumétrico de 250 mL e o volume completado com água destilada. A solução foi deixada em 

repouso para decantar, em seguida filtrou-se em papel de filtro, desprezando os primeiros 50 

mL e o restante do filtrado constituiu a Solução Estoque (SE - 0,002 g/mL). Baseando-se no 

método farmacopeico para Mayten ilicifolia Mart. Ex Reissek (BRASIL, 2010). 

 

Solução amostra para polifenois totais 

 

Foram diluídos 5 mL da SE para balão volumétrico de 25 mL com água destilada. Em 

seguida, foram transferidos volumetricamente alíquotas de 1 a 4 mL desta solução (que variou 
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de acordo com a espécie em estudo), 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 10 mL de água 

destilada para balão volumétrico de 25 mL e o volume aferido com solução de carbonato de 

sódio anidro a 29% (p/v). A absorvância foi mensurada em 785 nm (A1) no espectrofotômetro 

UV-Vis (Evolution 60S, Thermo Scientific®) após 30 minutos, utilizando água destilada para 

ajuste do zero. 

 

Solução amostra para polifenois não adsorvidos por povidona (PVP) 

 

Para 10 mL do filtrado, foi adicionado 0,1 g de PVP em erlenmeyer de 125 mL e 

agitados mecanicamente no agitador magnético múltiplo (RO-15 POWER, IKA-WERKE®) 

durante 60 minutos. A solução resultante foi filtrada em papel de filtro. Foram diluídos 5 mL 

desse filtrado em balão volumétrico de 25 mL com água destilada e transferidos 

volumetricamente 2 mL desta solução, 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 10 mL de água 

destilada para balão volumétrico de 25 mL e o volume aferido com solução de carbonato de 

sódio anidro a 29% (p/v). A absorvância foi mensurada em 785 nm (A2) após 30 minutos, 

utilizando água destilada para ajuste do zero. 

 

Solução padrão 

 

Foram dissolvidos 50 mg de pirogalol em balão volumétrico de 100 mL com água 

destilada. Em seguida, transferidos volumetricamente 5 mL dessa solução para balão 

volumétrico de 100 mL e o volume completado com água destilada. Após, 2 mL dessa 

solução, 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 10 mL de água destilada foram transferidos 

para balão volumétrico de 25 mL e o volume aferido com solução de carbonato de sódio 

anidro a 29% (p/v). A absorvância foi mensurada em 785 nm (A3) após 30 minutos, utilizando 

água destilada para ajuste do zero. 

 

O teor de TT foi calculado em porcentagem de taninos (droga seca), expressos em g% 

de pirogalol, segundo a expressão:  

𝑇𝑇 =
FD x (Aଵ − Aଶ) x  mଶ

Aଷ x mଵ
 

Onde: FD = fator de diluição da amostra; A1 = absorvância da Solução amostra para polifenois totais; A2 = 

absorvância da Solução amostra para polifenois não adsorvidos em PVP; A3 = absorvância da Solução padrão; 
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m1 = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando a determinação de água; m2 = massa de 

pirogalol (98%), em gramas. 

 

4.4 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS 

 

4.4.1 Extração por refluxo 

 

As amostras vegetais secas e trituradas foram submetidas ao processo de decocção sob 

refluxo em banho-maria, durante 30 minutos, com temperatura igual a 70 °C. Os extratos 

foram preparados na proporção de 10 % (m/v) empregando como solventes água e a mistura 

de acetona e água nas proporções de 1:1 e 7:3 (v/v), respectivamente, conforme descrito no 

quadro 5. 

 

Quadro 5 - Extratos obtidos por refluxo e turbólise.  

Extrato Solvente 

Aquoso Água 

1:1 Acetona:água 

7:3 Acetona:água 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 

Ao final da extração, a solução foi resfriada a temperatura ambiente e em seguida, 

filtrada à vácuo, concentrada para eliminação do solvente orgânico em evaporador rotatório 

(RV10 Basic, IKA®) sob pressão reduzida (40 – 50 C). Ao final os extratos foram 

congelados em freezer -80 °C, após 3 dias foram liofilizados em Liofilizador de Bancada 

(Modelo L101, Liotop®), obtendo-se assim o extrato bruto por refluxo (EBR). Após a 

liofilização, os extratos após foram triturados e armazenados em frascos hermeticamente 

fechados e tiveram seus rendimentos calculados.  

 

4.4.2 Extração por turbólise 

 

As amostras vegetais secas e trituradas foram adicionadas a liquidificador industrial 

(Metvisa®) e agitadas com o solvente por 30 segundos com um intervalo de 4 minutos entre as 

agitações. Cada ciclo teve duração de 4 minutos e 30 segundos, e um total de 18 min para o 

processo completo. Semelhante ao processo de refluxo, os extratos foram preparados na 



47 
 

 

proporção de 10 % (m/v) empregando como solventes água e a mistura de acetona e água nas 

proporções de 1:1 e 7:3. Após os ciclos extrativos, a solução foi filtrada sob pressão reduzida 

e concentrada para eliminação do solvente orgânico em evaporador rotatório (RV10 Basic, 

IKA®) sob pressão reduzida (40 – 50 C). Ao final os extratos foram congelados em freezer -

80 oC, após 3 dias foram liofilizados em Liofilizador de Bancada (Modelo L101, Liotop®), 

obtendo-se assim o extrato bruto (EBT). Após a liofilização, os extratos foram triturados e 

armazenados em frascos hermeticamente fechados e tiveram seus rendimentos calculados. 

 

4.5 DESENVOLVIMENTO DOS PERFIS QUÍMICOS DOS EXTRATOS BRUTOS POR 

CCD E CLAE-DAD 

 

Preparação das amostras 

 

Dos extratos brutos obtidos por refluxo e turbólise foram pesados cerca de 0,3 g e 

adicionado 1 mL de metanol e agitados mecanicamente em vórtex (LabDancer, IKA®).  

 

4.5.1 Condições cromatográficas utilizadas para a CCD 

 

Sistemas cromatográficos 

 

As amostras foram aplicadas com o auxílio do sistema semiautomático Linomat 5 da 

CAMAG®, e o software WinCats® em placas cromatográficas de sílica gel 60 - F254 

(Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas (Camag®, 20 x 10 

cm) após saturação com a fase móvel, específica para cada metabólito (descritas no Quadro 

2). A cuba foi saturada durante 30 minutos, aproximadamente, à temperatura ambiente. 

O volume de aplicação das amostras foi de 15 µL e 7 µL para as substâncias padrões. 

Cada eluição demorou aproximadamente 30 minutos. As bandas foram aplicadas com largura 

de 10 mm e com uma distância entre elas e das bordas das placas de 5 mm. O tamanho da 

largura da placa cromatográfica variou de acordo com a quantidade de amostras aplicadas, 

mas o tamanho do comprimento foi de 10 cm, na qual a amostra foi aplicada com a 10 mm da 

origem e com termino 5 mm do final da placa. 

Após a eluição das placas as mesmas foram secas à temperatura ambiente em capela, e 

observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visível em seguida foram digitalizadas 

utilizando um fotodocumentador (UVP® Doc-It® LS Image Analysis Software) com câmara 
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(Canon® Rebel T3 EOS 1100) acoplada. Na sequência foram reveladas com reagentes 

específicos para cada metabólito que está apresentado em resultados, no quadro 4. As bandas 

obtidas foram comparadas às bandas dos padrões correspondentes. 

 

4.5.2 Condições cromatográficas utilizadas para a CLAE-DAD 

 

Foram pesados, em balança analítica (Modelo AUY, Shimadzu®) cerca de 25 mg de 

cada EBR e EBT. Em seguida, foram transferidas para balão volumétrico de 25 mL e 

completado com água ultra pura obtida pelo sistema Purelab Classic UV (Elga®). As soluções 

foram submetidas a agitação em banho de ultrassom (Ultracleaner 1600A, Unique) por 30 

minutos até completa dissolução. Após as soluções foram filtradas em membrana de PVDF 25 

mm com tamanho de poro de 0,45 µm Chromafil® e submetido à análise no cromatógrafo 

líquido de alta eficiência nas condições descritas abaixo. 

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido equipado com detector de 

arranjo de fotodiodos (DAD), degaseificador e sistema de injetor automático (Ultimate 3000, 

ThermoScientific®). O sistema foi controlado pelo programa Chromeleon® 6.8, que também 

gerencia o sistema de aquisição e tratamento dos dados referentes as amostras. Foi utilizada 

uma coluna analítica de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno (Dionex®, 

C18; 5 m), protegida por pré-coluna empacotada com sílica octadecilsilanizada 

(Phenomenex®, C18, 3,9 m). A análise foi realizada em temperatura ambiente (23C ± 2C), 

controlada por ar condicionado. A fase móvel utilizada foi constituída por água (A) e metanol 

(B), acidificadas com 0,05% de ácido trifluoracético, fluxo da fase móvel de 0,8 mL/minuto 

em modo gradiente, previamente degaseificadas em banho de ultrassom (Ultracleaner1600A, 

Unique®), nas seguintes condições: de 10-25% (B) em 10 minutos, 25-40% (B) em 5 minutos, 

40-75% (B) em 20 minutos, 75-15% (B) em 1 minuto. 

Foram injetados 20 µL das soluções amostras e as análises realizadas em triplicata. A 

leitura do detector de diodo foi realizada na faixa de 190 a 400 nm e a aquisição 

cromatográfica observada em 270 nm.  

 
4.6 ATIVIDADE CITOTÓXICA DOS EXTRATOS BRUTOS OBTIDOS POR 

TURBÓLISE (EBT) - MÉTODO DO MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina))  
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Os extratos brutos obtidos por turbólise foram avaliados quanto à atividade citotóxica, 

no Laboratório de Cultura de Células situado no Departamento de Antibióticos da UFPE, sob 

coordenação da Profa. Dra. Teresinha Gonçalves da Silva. As análises foram realizadas 

através do método do MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

(MOSMANN, 1983; ALLEY et al., 1988). 

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de 

laringe humana) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão humano) mantidas em 

meio de cultura DMEM; MCF-7 (câncer de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica 

aguda) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios foram suplementados com 10% 

de soro fetal bovino e 1% de solução de antibiótico (penicilina e estreptomicina). As células 

foram mantidas em estufa a 37 ºC em atmosfera úmida enriquecida com 5 % de CO2. 

As células MCF-7, HEp-2, NCI-H292 (105 células/mL) e HL-60 (3 x 105 células/mL) 

foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h. Em seguida, as amostras de 

EBT 7:3 dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO) (1%, m/v) foram adicionadas aos poços 

em concentração final de 50 µg/mL. O fármaco doxorrubicina (5 µg/mL) foi utilizada como 

padrão. Após 72 h de reincubação foi adicionado 25 µL de MTT dissolvido (5 mg/mL) em 

tampão salino fosfato (PBS) e depois de 3 h de incubação, o meio de cultura com o MTT 

foram aspirados e 100 µL de DMSO foi adicionado a cada poço. A absorbância foi medida 

em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. 

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibição foi 

calculada no programa GraphPad Prism 7.0. 

 

4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS BRUTOS OBTIDOS POR 

TURBÓLISE  

 

Os extratos brutos obtidos por turbólise foram avaliados quanto à atividade 

antimicrobiana, utilizando bactérias patogênicas e fungos. As bactérias testadas foram 

Serratia marcescens UFPEDA 352, Staphylococcus saprophyticcus UFPEDA 833, 

Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e Escherichia coli UFPEDA 224, obtidas da Coleção de 

Cultura (WDCM114) do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. Os fungos testados foram Candida albicans (URM 5901), Candida glabrata 

(URM 4246), Candida krusei (URM 6391) e Candida parapsilosis (URM 6345) obtidos da 

Coleção de Micologia do Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco. 
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Os ensaios foram realizados no Departamento de Bioquímica do Centro de 

Biociências da UFPE, sob coordenação do Prof. Dr. Thiago Henrique Napoleão.  

Para a avaliação da atividade antimicrobiana, os micro-organismos foram cultivados 

em caldo Mueller Hinton (MHB) a 37 °C para bactérias ou caldo Sabouraud Dextrose (SDB) 

a 28 °C para fungos durante a noite sob agitação suave. Para os experimentos, as densidades 

de cultura dos micro-organismos foram ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de 

onda de 600 nm a 3 x 106 UFC/mL. Em cada linha de uma microplaca de 96 poços, 100 μL 

dos extratos brutos (2,0 mg/mL em 5% de DMSO) foram diluídos em série em meio de 

cultura para a proporção final de 1:1024. Em seguida, 20 μL da cultura de micro-organismos 

foram aderidos a cada poço. Os poços contendo apenas meio de cultura ou apenas os micro-

organismos em meio de cultura foram utilizados como controle de esterilidade e 100% de 

crescimento de cultura, respectivamente, a densidade óptica (DO600) foi medida no tempo 

zero a 600 nm e as amostras foram incubadas a 37 °C para bactérias ou 28 °C para fungos 

durante 24 h. Após este período, o DO600 foi novamente medida. O aumento da DO600 em 

relação ao tempo zero foi considerado como crescimento microbiano. A Concentração 

Inibidora Mínima (CIM) foi determinada na menor concentração de extratos brutos capazes 

de promover a redução de DO600 maior ou igual a 50% em comparação com o controle de 

crescimento de 100%. A tetraciclina (8 μg/mL) foi utilizada como controle positivo.  

Cada ensaio foi realizado em triplicata e foram realizados três experimentos 

independentes. Para determinar a concentração bactericida (CBM) ou fungicida mínima 

(CFM), o sobrenadante (10 μL) de cada poço onde a inibição de crescimento foi maior ou 

igual a 50% foi transferido para o caldo ágar Mueller Hinton para bactérias ou ágar 

Sabouraud-Dextrose para fungos, e as placas foram incubadas durante 24 h. A CBM ou CFM 

corresponderam à menor concentração de extrato bruto capaz de reduzir o número de UFC em 

99,9% em relação ao inóculo inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicata em três 

experimentos independentes. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 MATERIAL VEGETAL 
 

Antes de iniciar algum tipo de trabalho com uma droga vegetal, seja como matéria-

prima ou como ativo na preparação de algum produto, a sua qualidade deve ser assegurada, 

para que sua segurança e eficácia não sejam comprometidas. Para tanto, diversos ensaios para 

a análise de qualidade de drogas vegetais são preconizados pelas farmacopeias ou por outros 

códigos oficiais reconhecidos. Estes ensaios se dividem em três principais grupos: ensaios de 

identificação, ensaios de pureza e ensaios quantitativos (SOARES; FARIAS, 2017).  

A abordagem adotada para avaliação das amostras das espécies vegetais empregadas 

neste estudo, incluiu a realização de ensaios de identificação, através do desenvolvimento do 

perfil cromatográfico; e, a realização dos ensaios de pureza, tal como pesquisa de matéria 

estranha, teor de água, determinação de cinzas e teor de extrativos, além da determinação da 

distribuição granulométrica, constituindo a caracterização físico-química. A partir da droga 

vegetal foram realizadas além da caraterização, outras análises conforme descritas adiante e 

que estão esquematizadas na figura 1.  

 

Figura 1 - Esquema das análises realizadas com as drogas vegetais. 

 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.1.1 Caracterização físico-química 

 
Determinação de material estranho 

 
A análise de determinação de matéria estranha vegetal visa a busca de insetos, 

fungos ou outros contaminantes que devem estar ausentes das drogas vegetais. Para as 

espécies em estudo, a análise resultou nos valores descritos na tabela 1, e que segundo a 

Farmacopeia Brasileira estão de acordo, pois não ultrapassam o limite superior de 2% m/m. 

 

Tabela 1 - Determinação de matéria estranha em drogas vegetais. 

Espécies 

Média% ± DP 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

A. occidentale L. 0,0012% ± 0,0003 0,0077% ± 0,0006 0,0080% ± 0,0005 

A. muricata L. 0,0018% ± 0,0003 0,0033% ± 0,0008 0,0023% ± 0,0003 

G. ulmifolia Lam  0,0070% ± 0,0005 0,0030%±0,0005 0,0060% ± 0,0005 

P. niruri L. 0,0033% ± 0,0003 0,0035% ± 0,0005 0,0027% ± 0,0008 

P. guajava L. 0,0025% ± 0,0005 0,0068% ± 0,0008 0,0045% ± 0,0005 

P. granatum L. 0,0013% ± 0,0003 0,0075% ± 0,0009 0,0038% ± 0,0008 

S. mombin Jacq. 0,0060% ± 0,0005 0,0017% ± 0,0006 0,0028% ± 0,0003 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 

Perda por dessecação 

 

A determinação de água em drogas vegetais foi realizada pelo método gravimétrico, e 

o resultado da análise encontra-se na tabela 2, o qual encontra-se de acordo com a 

Farmacopeia Brasileira, pois não ultrapassou o limite de 14%.  
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Tabela 2 - Determinação de água nas drogas vegetais. 

Espécie 

Média% (DPR) 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

A. occidentale L. 8,52% (3,21) 10,31% (1,60) 9,44% (1,79) 

A. muricata L. 7,86% (2,81) 11,50% (2,64) 10,42% (3,29) 

G. ulmifolia Lam  11,43% (1,22) 9,70% (3,61) 9,14% (0,44) 

P. niruri L 7,14% (2,96) 12,27% (2,54) 11,22% (4,57) 

P. guajava L. 10,57% (3,58) 11,59% (3,88) 10,51% (2,63) 

P. granatum L. 13,87% (3,02) 13,38% (0,67) 13,83% (1,92) 

S. mombin Jacq. 8,49% (2,78) 12,77% (2,15) 13,05% (2,65) 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 

Determinação de cinzas (totais e insolúveis em ácido) 

 

As quantidades de impurezas inorgânicas das amostras foram analisadas pelo teste de 

determinação de cinzas totais que se encontram na tabela 3. As amostras de Phyllanthus niruri 

por terem apresentado um valor de cinzas totais acima de 7% foram submetidas ao teste de 

determinação de cinzas insolúveis em ácido, e apresentaram o valor de 0,56 (1,39) para a 

amostra 1, 0,65 (3,22) para a amostra 2 e 0,63 (2,47) para a amostra 3. 

 

Tabela 3 - Determinação de cinzas totais nas drogas vegetais. 

Espécie 

Média% (DPR) 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

A. occidentale L. 3,69% (4,03) 2,79% (3,86) 4,79 % (3,03) 

A. muricata L. 6,43% (2,19) 6,62% (2,06) 6,42% (3,98) 

G. ulmifolia Lam  3,92% (1,59) 5,04% (3,97) 8,51% (2,88) 

P. niruri L. 7,89% (2,34) 8,60% (2,65) 13,68% (3,12) 

P. guajava L. 5,71% (2,98) 4,91% (1,61) 6,11% (2,72) 

P. granatum L. 2,86% (3,95) 2,49% (3,77) 2,46% (1,41) 

S. mombin Jacq. 3,71% (0,17) 4,61% (2,42) 5,88% (0,44) 

Fonte: Dados do próprio autor.  
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Teor de extrativos 

 

O teor de extrativos indica a presença de compostos hidrossolúveis no material 

vegetal, como aminoácidos, açúcares, heterosídeos flavonoídicos e mucilagens. Os valores 

obtidos estão descritos na tabela 4, que mostrou a pequena variação que ocorre na mesma 

espécie que foi coletada em regiões diferentes, com exceção do caju, onde a amostra 2 

apresentou um valor maior que as amostras 1 e 3 coletadas em regiões diferentes.  

 

Tabela 4 - Determinação do teor de extrativos nas drogas vegetais. 

Espécie 

Média% (DPR) 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

A. occidentale L. 3,50% (1,51) 5,71% (2,07) 3,68% (1,46) 

A. muricata L. 6,15% (1,66) 6,75% (2,38) 6,34% (1,85) 

G. ulmifolia Lam.  3,97% (1,08) 3,90% (4,35) 4,20% (4,55) 

P. niruri L. 5,44% (1,44) 5,77% (4,81) 5,50% (0,46) 

P. guajava L. 4,71% (3,20) 5,02% (0,72) 4,93% (1,39) 

P. granatum L. 12,05% (1,94) 11,05% (0,31) 11,56% (0,61) 

S. mombin Jacq. 7,39% (0,84) 7,11% (2,15) 7,45% (0,97) 

Fonte: Dados do próprio autor.  

 

Análise granulométrica 

 

A análise de granulometria dos pós foi determinada pela intersecção das curvas de 

retenção e passagem obtidas na análise. Os resultados encontram-se na tabela 5, bem como a 

sua classificação segundo a Farmacopeia Brasileira 5ª edição.  

O processo extrativo ocorre através da difusão do solvente pela parede celular da 

droga vegetal, e vários fatores podem influenciar esse processo, e um deles é o tamanho das 

partículas da droga vegetal. Uma droga vegetal com tamanho de partículas classificadas como 

pó, favorecerá a extração por permitir um melhor contato com o líquido extrator, devido ao 

aumento da superfície de contato; mas, uma diminuição excessiva do tamanho dessa partícula 

pode dificultar a passagem desse líquido, e influenciou negativamente o processo extrativo. 

Esse pode ser um dos motivos nas diferenças obtidas do teor de extrativos contidos na tabela 

4, a diferença dos tamanhos de partículas de uma amostra para outra, quando se trata da 

mesma espécie vegetal. 
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Tabela 5 - Determinação da granulometria dos pós nas drogas vegetais. 

Espécie 

Tamanho médio (µm) 
Classificação do Pó 

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

A. occidentale L. 642,0 668,0 666,0 Moderadamente grosso 

A. muricata L. 72,0 137,0 193,0 Pó semifino 

G. ulmifolia Lam 177,0 371,0 563,0 
Pó semifino à 

moderadamente grosso 

P. niruri L. 425,0 602,0 468,5 Pó semifino 

P. guajava L. 407,0 548,0 571,0 Moderadamente grosso 

P. granatum L 453,0 420,0 444,0 Moderadamente grosso 

S. mombin Jacq. 642,0 668,0 666,0 Moderadamente grosso 

Fonte: Dados do próprio autor.  

 

5.2 ANÁLISE QUALITATIVA DE POLIFENÓIS NOS FARMACÓGENOS DAS 

ESPÉCIES VEGETAIS 

 

5.2.1 Perfis cromatográficos por CCD 

 

Sistemas cromatográficos 

 

A otimização dos sistemas foi realizada conforme pesquisa na literatura, e dos testes 

realizados a que apresentou melhor condição de eluição para as amostras e padrões são as 

descritas abaixo no Quadro 6. 

 

Quadro 6 - Sistema de eluentes utilizados. 

Grupo químico de 

interesse 
Sistema eluente Reagente Revelador 

Derivados cinâmicos 
Tolueno: acetato de etila: 

metanol: ácido fórmico 

(75:25:25:6) 

Reagente natural (NEU) + PEG 

5% etanólico Flavonoides 

Taninos condensados Vanilina clorídrica 

Taninos hidrolisáveis Cloreto férrico 1% em etanol 

Fonte: Dados do próprio autor. 

 
Por se tratar de materiais de origem vegetal os cuidados em seu manuseio devem ser 

criteriosos, pois vários fatores influenciam na qualidade das espécies e consequentemente 
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seus efeitos terapêuticos. Além da abordagem botânica, a avaliação química, qualitativa ou 

quantitativa, desempenha um papel fundamental como informação complementar para a 

identificação de medicamentos à base de plantas (principalmente para materiais em pó), 

porém também está intimamente ligada à eficácia, segurança e qualidade farmacêutica desses 

produtos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; BRAZ et al., 2012; GOVINDARAGHAVAN, 

HENNELL, SUCHER, 2012).  

Os perfis por CCD refletem a integridade fitoquímica de medicamentos e produtos à 

base de plantas e podem ser facilmente utilizados para fornecer um maior número de dados 

sobre a composição complexa dessas matrizes biológicas (PATRA et al., 2010; NICOLETTI, 

2011; BRAZ et al., 2012). Assim, o desenvolvimento e avaliação por CCD com a 

reprodutibilidade desejada não é uma tarefa simples e necessita de um trabalho prolongado. 

Além disso, a variabilidade química dentro e entre os lotes de medicamentos é um desafio 

complexo e extensivo (JOSHI, 2012). Fazer a determinação do perfil químico das epécies 

medicinais brasileiras não é uma tarefa fácil, pois a maioria de seus compostos atívos não são 

conhecidos, Por outro lado, o desenvolvimento de perfil por CCD é o primeiro passo para 

padronização da qualidade química, e pode ser usado como parâmetro ou referência para 

identificar suas atividades biológicas através de ensaios in vitro e in vivo.  

Nesse estudo, os sistemas cromatográficos obtidos por CCD foram aplicados na 

análise de diferentes amostras de várias espécies de plantas de reconhecida importância na 

terapêutica brasileira tradicional, a fim de identificar bandas ou conjuntos de bandas típicas 

que poderiam funcionar como passo inicial para maior compreensão de suas relações 

químicas e farmacológicas.  

 

Anacardium occidentale 

 

Considerando os dados obtidos pela cromatografia em camada delgada para as 

amostras das folhas de A. occidentale (cajueiro), as placas reveladas com NEU+PEG e 

observadas sob UV 365 nm apresentaram bandas indicativas de derivados cinâmicos e 

flavonoides devido as colorações das bandas observadas nas amostras serem semelhantes às 

colorações das bandas dos padrões utilizados (Figura 2A). As três amostras apresentaram 

perfis semelhantes, indicando a adequação das condições experimentais para esta análise . A 

literatura relata a presença de heterosídeos derivados da quercetina (quercetina 3-O-

rutinosídeo e quercetina 3-O-ramnosídeo), além da respectiva aglicona observada neste estudo 

(AJILEYE et al., 2015). As bandas para o ácido cafeico (Rf = 0,30) e quercetina (Rf = 0,42) 
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foram observadas em todas as amostras e podem ser utilizadas como referências para o 

controle dessa espécie. A análise de taninos condensados permitiu a detecção de catequina (Rf 

= 0,21) apenas em duas amostras (Figura 2B: CJ2 e CJ3). O ácido gálico utilizado como 

substância de referência para taninos hidrolisáveis foi detectado (Rf = 0,33) em todas as 

amostras (Figura 2C).  

 

Figura 2 - Cromatoplacas obtidas para as amostras das folhas de A. occidentale. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Annona muricata 

 

A análise por cromatografia em camada delgada das folhas de A. muricata mostrou 

ausência de ácido cafeico ou quercetina (Figura 3A: GR1-GR3), mas o cromatograma 

apresentou bandas claras de cor laranja que são indicativas da presença de flavonoides. A 

presença de catequina (Rf = 0,16) e ácido gálico foi observada  apenas em duas amostras 

(Figura 3B: GR2 e GR3). As amostras dessas espécies foram autenticadas e, como são de 

localizações geográficas distintas pode ser esse o fator que diferenciou a amostra GR1 das 

demais George e colaboradores realizaram uma triagem por cromatografia em camada 

delgada com extratos butanólicos, metanólicos e aquosos de A. muricata e identificaram a 

presença de flavonoides e taninos, corroborando os resultados encontrados neste estudo 

(GEORGE et al., 2012; GEORGE et al., 2014).   
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Figura 3 - Cromatoplaca obtida para as amostras das folhas de A. muricata. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Guazuma ulmifolia 

 

O perfil químico observado para as amostras de G. ulmifolia mostrou a presença de 

ácido cafeico (Rf = 0,44) e algumas bandas típicas para flavonoides (Figura 4A: MT1-MT3). 

A presença de catequina (Rf = 0,20) e algumas bandas derivadas de catequina foram 

observadas (Figura 4B: MT1-MT3). A presença de ácido gálico não pôde ser observada nas 

amostras (Figura 4C: MT1-MT3). A amostra MT3 apresentou intensidade diferente nas 

colorações de suas bandas, quando comparadas às outras duas amostras, isso pode estar 

relacionados com alguns fatores tais como por exemplo: sazonalidade, temperatura, 

disponibilidade hídrica, radiação ultravioleta, nutrientes, idade da planta, fatores endógenos 

entre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; WOSCH et al., 2015, SOARES, FARIAS; 

2017).  

Apesar dos poucos estudos na literatura com a espécie G. ulmifolia, Subbalakshmi e 

Meerabai (2016), analisaram por cromatografia em camada delgada extratos etanólico, 

hexânico, acetato de etila e aquoso das folhas da espécie e verificaram a presença de 

flavonoides, taninos e outros polifenois, corroborando com esse estudo.
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Figura 4 - Cromatoplaca obtida para as amostras das folhas de G. ulmifolia. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Phyllantus niruri 

 

A presença de ácido cafeico e outros derivados cinâmicos (Figura 5A: QP1-QP2), bem 

como a detecção de ácido gálico (Figura 5B: QP1-QP2), desempenham um papel fundamental 

na caracterização química das partes aéreas de P. niruri. A ausência completa de taninos 

condensados (Figura 5C: QP1-QP2) corrobora com os resultados da prospecção fitoquímica 

realizada por Nascimento e colaboradores (2008). As três amostras apresentaram perfis bem 

semellhantes, embora a MT1 tenha mostrado um pouco mais de intensidade em suas bandas 

(Figura 5C). No entanto, nossos dados sugerem que a catequina e quercetina não podem ser 

usados como substâncias de referência para esta amostra. 
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Figura 5 - Cromatoplaca obtida para as amostras das folhas de P. niruri. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Psidium guajava 

 

Os perfis de cromatografia em camada delgada observados para as folhas de P. 

guajava mostraram várias bandas intensas para substâncias tipo flavonoides, incluindo a 

presença de quercetina (Figura 6A: GB1-GB3). Também foram observadas bandas suaves de 

ácido cafeico (Rf = 0,34) em todas as amostras. A presença de catequina (Rf = 0,18) foi 

confirmada nas três amostras com bandas bem intensas (Figura 6B: GB1-GB3), no entanto a 

literatura apresenta estudos que relatam a presença de ácido gálico nas folhas de P. guajava 

(Figura 6C: GB1-GB3) (CHANG et al., 2013; MORAIS-BRAGA et al., 2017). Nesse 

trabalho as amostras não apresentaram bandas características ao padrão ácido gálico, o que 

pode talvez ser justificados pelos fatores climáticos entre outros citados por Gobbo-Neto e 

Lopes (2007). 
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Figura 6 - Cromatoplaca obtida para as amostras das folhas de P. guajava. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Punica granatum 

 

As análises das cascas dos frutos de P. granatum apresentaram semelhanças nos perfis 

de cromatografia em camada delgada para os derivados cinâmicos e flavonoide (Figura 7A: 

RM1-RM3) com bandas intensas para os derivados cinâmicos, mas não apresentaram bandas 

características para flavonoides. Alper e colaboradores (2011) relataram a presença de 

compostos fenolicos do tipo ácido cafeico e ácido clorogênico no suco do fruto de P. 

granatum que corroboram com os resultados encontrados nesse estudo. Os derivados 

cinâmicos são compostos que apresentam atividades biológicas importantes tais como 

antioxidande, antifúngica, antimicrobiana e antiinflamatória, entre outras (SHARMA, 2011). 

As amostras apresentaram bandas características para o padrão ácido cafeico (Rf = 0,33) pois 

apresentaram o mesmo valor de Rf  e mesma coloração das bandas. A cromatografia em 

camada delgada para taninos indicou a presença de catequina (Rf = 0,15) (Figura 7B: RM1-

RM3) e ácido gálico (Rf = 0,26) (Figura 7C: RM1-RM3). 
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Figura 7 - Cromatoplaca obtida para as amostras das cascas do fruto de P. granatum. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Spondias mombin 

 

O perfil cromatográfico das amostras das folhas de S. mombin mostrou bandas 

equivalentes ao padrão ácido cafeico (Rf = 0,31), quercetina (Rf = 0,43) (Figura 8A: CZ1-

CZ3), catequina (Rf = 0,17) (Figura 8B: CZ1-CZ3) e, ácido gálico (Rf = 0,31) (Figura 8C: 

CZ1-CZ3), com exceção da amostra CZ2 da Figura 7B que não apresentou banda referente ao 

padrão catequina. Esse resultado corrobora com a pesquisa de Silva e colaboradores (2012) 

que identificaram além da quercetina, ácido elágico no extrato hidrometanólico das folhas de 

S. mombin. 
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Figura 8 - Cromatoplaca obtida para as amostras das cascas do fruto de S. mombin. 

 
(A) Derivados Cinâmicos e Flavonoides; (B) Taninos condensados; (C) Taninos hidrolisáveis; Padrões: ácido 
cafeico (AC); quercetina (Q); catequina (C) e ácido gálico (AG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

5.2.2 Perfis cromatográficos por CLAE-DAD 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência é o procedimento mais utilizado para a 

análise química de materiais e produtos à base de plantas. Os dados obtidos por essa técnica 

podem fornecer informações qualitativas e quantitativas, que podem ser melhoradas de acordo 

com o detector acoplado. No entanto, mesmo usando o detector mais comum (UV-Vis), os 

perfis cromatográficos desempenharam um papel importante nos ensaios de identificação ou 

quantificação de plantas e produtos derivados (TISTAERT, DEJAEGHER, HEYDEN, 2011; 

WOLFENDER et al., 2015). 

A sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade são algumas das vantagens da análise 

por CLAE quando comparada com a CCD; embora muitas vezes pode superar seus elevados 

custos operacionais (PRATHAP et al., 2013). Portanto, nesse estudo, as amostras também 

foram submetidas à análise por cromatografia líquida de fase reversa para obter suas 

impressões digitais. Os perfis qualitativos foram adquiridos utilizando as mesmas condições 

cromatográficas e depois comparados com os dados obtidos da cromatografia líquida das 

substâncias padrões. As condições analíticas permitem a separação e identificação das 

substâncias padrões, bem como seus respectivos picos nas amostras. Os cromatogramas para 

cada espécie vegetal e substâncias padrão são apresentados nas figuras 9 a 15. Além dos 

padrões, vários picos ou regiões cromatográficas foram designados como "picos típicos". 
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Anacardium occidentale 

 

A análise das folhas de A. occidentale por cromatografia líquida de fase reversa 

confirmou a presença de taninos em todas as amostras (ácido gálico e catequina), como foi 

observado nas placas de CCD (incluindo a catequina na amostra CJ1). Na análise por CCD 

várias bandas de compostos semelhantes a flavonoides foram observadas (Figura 2A). Já na 

análise por CLAE alguns picos reproduzíveis (Figura 9) foram observados em todas as 

amostras nos tempos de retenção entre 21 e 27 minutos que apresentaram o espectro típico de 

flavonoides como por exemplo o espectro com máximos em 201,7; 267,5 e 349,0 nm. 

 

Figura 9 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de A. occidentale. 

A. occidentale (CJ1-CJ3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), 
rutina (5), ácido elágico (6) e quercetina (7).  
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Annona muricata 

 

Os dados cromatográficos das amostras de A. muricata permitiram a separação e 

identificação da catequina (Figura 10). Esses resultados corroboram com estudos anteriores 

onde foi observado a presença de catequina no extrato aquoso (GEORGE et al., 2014) e seu 

isolamento de um extrato etanol-água (3:1, v/v). Por outro lado, a presença de quercetina ou 

ácido gálico não foi detectada (NAWWAR et al., 2012). Além disso, os perfis apresentaram 

várias zonas de semelhanças. Um deles (entre 25 e 30 min) possui picos com espectros UV 

correspondentes a classe de flavonoides (26,3 e 28,15 min, e máximos de 203,0, 257,0 e 356,3 

nm e 197,2; 265,7 e 348,6 nm, respectivamente). Apesar da ausência de marcadores 

conhecidos, as impressões digitais obtidas para A. muricata apresentaram semelhança e, 
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juntamente com os dados da CCD, são plataformas importantes para a avaliação da qualidade 

química das espécies. 

 

Figura 10 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de A. muricata. 

 
A. muricata (GR1-GR3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), 
rutina (5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Guazuma ulmifolia 

 

Em relação à impressão digital das folhas de G. ulmifolia, as condições experimentais 

confirmaram a presença de rutina por apresentar semelhança no tempo de retenção (26 

minutos) e espectro com máximos de absorção em 204,0; 256,8 e 356,4 nm (Figura 11). Além 

disso, foi observada outra zona de similaridade entre 3-5 minutos em todas as amostras. A 

presença de rutina também foi relatada anteriormente por Morais e coloaboradores (2017) 

reforçando sua relevância como marcador químico para folhas de G. ulmifolia. 
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Figura 11 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de G. ulmifolia. 

 
G. ulmifolia (MT1-MT3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), 
rutina (5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Phyllanthus niruri 

 

A presença de taninos hidrolisáveis foi previamente relatada para partes aéreas de P. 

niruri (DE SOUZA et al., 2002) e as amostras analisadas neste estudo apresentaram ácidos 

gálico, no tempo de retenção de 9 minutos e elágico  28 minutos, com máximos em 215,3 e 

271,8 nm; 201,6; 245,2 e 366,3 nm respectivamente(Figura 12). As zonas de similaridade 

entre os cromatogramas ocorrem a 3-5 min e novamente a 15-23 min. A presença de 

flavonoides não pode ser confirmada nas condições cromatográficas usadas em nosso estudo. 

 
Figura 12 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de P. niruri 

 
P. niruri (QP1-QP3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), rutina 
(5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Psidium guajava 

 

Os cromatogramas obtidos por CCD das folhas de P. guajava apresentaram banda 

com colorações características para taninos e os picos de ácido gálico, ácido elágico e 

catequina foram identificados em todas as amostras no cromatograma por CLAE (Figura 13). 

Apesar da detecção de pelo menos duas bandas para flavonoides por CCD, apenas um pico 

importante a 25 min pode ser separado de forma satisfatória e mostrou um espectro 

representativo para flavonoides (máximo a 204,4; 256,4 e 352,2 nm). 

 

Figura 13 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de P. guajava. 

 
P. guajava. (GB1-GB3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), rutina 
(5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Punnica granatum 

 

A análise de cascas dos frutos de P. granatum por CLAE forneceu perfis químicos 

muito semelhantes para as amostras, sugerindo que a abordagem de impressão digital pode ser 

uma ferramenta de robustez para análise de material vegetal (Figura 14). As cascas dos frutos 

de P. granatum pico para o ácido elágico em 28 minutos com máximos de 201,6; 245,2 e 

366,3 nm . A presença dele está intimamente relacionada às punicalaginas e elafaganinas 

previamente relatadas nas romãs (JAIN et al., 2011; AMYRGIALAKI et al.; 2014) e no seu 

suco (SENTANDREU, CERDÁN-CALERO, SENDRA, 2013). 
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Figura 14 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de P. granatum. 

 
P. granatum (RM1-RM3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), 
rutina (5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Spondias mombin 

 

Na literatura, há relatos da presença de ácido elágico em extratos hidroetanólicos 

(CABRAL et al., 2016) e metanólicos (SILVA et al., 2012) das folhas de S. mombin, 

corroborando com os resultados deste estudo. Além da presença de ácido elágico, foi possível 

separar e identificar por CLAE, o ácido gálico e a rutina. Os compostos foram observados em 

todas as amostras de folhas de S. mombin. Além disso, a comparação entre os perfis químicos 

mostrou um alto grau de similaridade de perfis entre as amostras (Figura 15). 

 

Figura 15 - Impressões digitais obtidas por CLAE-DAD a 270 nm para as amostras de S. mombin. 

 
S. mombin (CZ1-CZ3) e padrões: ácido gálico (1), catequina (2), ácido clorogênico (3), ácido cafeico (4), rutina 
(5), ácido elágico (6) e quercetina (7). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.3 ANÁLISE QUANTITATIVA DE TANINOS E FLAVONOIDES NOS 

FARMACÓGENOS DAS ESPÉCIES VEGETAIS  

 

5.3.1 Quantificação por espectrofotometria 

 

5.3.1.1 Flavonoides Totais 

 

Os flavonoides compõem uma importante classe de polifenois presentes como 

metabólitos secundários em grande parte dos vegetais. Eles podem ser utilizados como 

marcadores taxonômicos especialmente por sua abundância relativa em quase todo reino 

vegetal, sua especificidade em algumas espécies, facilidade de identificação e relativa 

estabilidade (ZUANAZZI, MONTANHA, ZUCOLOTTO, 2017).  

A espectrofotometria na região do ultravioleta-visível (UV-Vis) é um dos métodos 

mais utilizados para o doseamento dos flavonoides, por ser de simples operação e um custo 

não muito elevado. Mas para isso há necessidade de uma reação colorimétrica com cloreto de 

alumínio (AlCl3) para evitar a sobreposição dos compostos fenólicos que absorvem na mesma 

região, minimizando assim a baixa seletividade do método (PEKAMPUS, 1992; ROCHA, 

TEIXEIRA, 2004; KOMAROVA et al., 2009; ALVES et al., 2010; MARQUES et al., 2012).  

Na análise por CCD observou-se a presença de flavonoides em algumas amostras, 

devido as bandas de colorações características e o mesmo Rf do padrão, corroborando com a 

análise de quantificação realizada (Tabela 6). As amostras de GR2, MT1, GB2, RM2 e CZ3 

foram as que apresentaram maior teor de flavonoide totais, 10,10; 9,92; 10,09; 11,85 e 11,39 

respectivamente, expressos em g % de rutina. Observa-se através desses dados que há 

diferenças nos teores encontrados de uma mesma espécie quando essas foram obtidas de 

locais diferentes, mostrando mais uma vez a influência de diversos fatores na produção dos 

metabólitos secundários. 

.
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Tabela 6 - Teor de Flavonoides Totais por Espectrofotometria UV-Vis nas amostras de matéria prima vegetal. 

Espécie Amostra 
TFT 

(g % rutina) 

A. occidentale L. 

CJ1 7,55 (1,04) 

CJ2 5,71 (1,82) 

CJ3 5,38 (0,91) 

A. muricata L. 

GR1 5,55 (1,57) 

GR2 10,10 (1,32) 

GR3 8,63 (1,53)) 

G. ulmifolia Lam 

MT1 9,92 (1,60) 

MT2 4,47 (0,30) 

MT3 3,45 (3,14) 

P. niruri L. 

QP1 5,11 (0,12) 

QP2 6,48 (1,10) 

QP3 1,31 (1,43) 

P. guajava L. 

GB1 7,84 (1,60) 

GB2 10,09 (0,80) 

GB3 7,71 (0,47) 

P. granatum L. 

RM1 10,03 (1,13) 

RM2 11,85 (1,53) 

RM3 9,63 (1,33) 

S. mombin Jacq. 

CZ1 6,21 (2,21) 

CZ2 9,25 (1,44) 

CZ3 11,39 (1,13) 

Os dados foram expressos como média (desvio padrão relativo percentual). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

5.3.1.2 Taninos Totais 

 

Muitas plantas apresentam taninos em sua constituição, e eles são responsáveis por 

diversas atividades biológicas e farmacológicas, tais como o alívio das inflamações, diarreias, 

hipertensão arterial, queimaduras, problemas estomacais, renais e do sistema urinário, entre 

outras. Essas atividades podem ser relacionadas às suas propriedades de quelação de metais, e 

às suas atividades antioxidantes e de complexação com proteínas e enzimas (HASLAM, 1996; 

MELLO, SANTOS, 2017).  
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Neste contexto, podemos justificar que a utilização das drogas vegetais em estudo, 

estão ligadas também à presença dos taninos, e ratificar os resultados encontrados nas análises 

por CCD, pois estes estão confirmados no ensaio de doseamento dos taninos totais 

apresentados na tabela 7. As amostras de romã foram as que apresentaram maior teor de 

taninos totais com 25,04 para RM1, seguida das amostras de cajazeira com 14,52 para CZ3, 

expressos em g% de pirogalol. Observa-se que as mesmas amostras apresentaram bandas 

positivas para os taninos na análise por CCD corroborando com esta análise. 

 
Tabela 7 - Teor de Taninos Totais por Espectrofotometria UV-Vis nas amostras de matéria prima vegetal 

Espécie Amostra 
TTT  

(g% pirogalol) 

A. occidentale L. 

CJ1 2,78 (2,14) 

CJ2 1,89 (2,83) 

CJ3 2,62 (1,22) 

A. muricata L. 

GR1 4,08 (1,48) 

GR2 3,93 (2,22) 

GR3 4,19 (1,48) 

G. ulmifolia Lam. 

MT1 2,53 (0,66) 

MT2 3,12 (1,33) 

MT3 0,14 (1,32) 

P. niruri L. 

QP1 4,75 (2,23) 

QP2 5,43 (1,34) 

QP3 5,54 (1,04) 

P. guajava L. 

GB1 5,04 (3,15) 

GB2 8,16 (0,94) 

GB3 3,61 (2,91) 

P. granatum L. 

RM1 25,03 (1,59) 

RM2 23,69 (2,83) 

RM3 24,89 (2,81) 

S. mombin Jacq. 

CZ1 7,18 (3,70) 

CZ2 6,31 (3,45) 

CZ3 14,52 (1,35) 

Os dados foram expressos como média (desvio padrão relativo percentual). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.3.2 Quantificação por CLAE-DAD 
 

Os resultados obtidos por CLAE-DAD apresentam maior seletividade e sensibilidade 

quando comparado ao método espectrofotométrico. Eles estão demostrados na tabela 8 

através dos seus principais marcadores, as variações existentes entre amostras de uma mesma 

espécie são decorrentes de diversos fatores que podem influenciar na produção dos 

metabolitos secundários já discutidos anteriormente. 

 
Tabela 8 - Teor de marcadores polifenólicos (%m/m) obtidos por CLAE nos farmacógenos das espécies 
vegetais. 

Espécie Amostras CAT AG AE FT* DCT** 

A. 

occidentale 

CJ1 0,48 (0,73) 0,51 (0,43) - 0,38 (0,41) - 

CJ2 0,59 (0,84) 0,16 (1,43) - 0,30 (0,91) - 

CJ3 0,53 (0,76) 0,30 (1,89) - 0,15 (1,87) - 

A. muricata 

GR1 - - - 0,50 (2,50) 0,53 (0,81) 

GR2 - - - 1,60 (0,18) 0,47 (0,16) 

GR3 - - - 1,24 (0,57) 0,41 (0,88) 

G. 

ulmifolia 

MT1 0,14 (0,98) - - 1,10 (0,10) - 

MT2 - - - 2,46 (0,78) - 

MT3 - - - 0,35 (1,61) - 

P. niruri 

QP1 - 0,12 (0,97) - - 1,83 (0,54) 

QP2 - 0,10 (1,46) - - 2,86 (0,52) 

QP3 - 0,08 (2,98) - - 4,84 (0,98) 

P. guajava 

GB1 - 0,24 (1,98) 0,14 (1,96) 0,80 (2,01) - 

GB2 - 0,11 (0,89) 0,12 (1,54) 0,73 (1,01) - 

GB3 - 0,10 (1,34) 0,12 (1,94) 0,71 (0,62) - 

P. 

granatum 

RM1 - - 0,36 - - 

RM2 - - 0,36 - - 

RM3 - - 0,46 - - 

S. mombin 

CZ1 - 0,08 (2,97) 0,26 (0,62) 0,53 (0,82) 0,28 (0,21) 

CZ2 - 0,08 (2,88) 0,22 (0,51) 0,39 (0,59) 0,31 (0,57) 

CZ3 - 0,09 (2,61) 0,30 (0,92) 0,20 (1,04) 0,36 (0,44) 

CAT: Catequina; AG: Ácido gálico; AE: Ácido elágico; FT: Flavonoides Totais, calculados como rutina; DCT: 
Derivados Cinâmicos Totais, calculados como ácido clorogênico. 
Os dados foram expressos como média (desvio padrão relativo percentual). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.4 ANÁLISE QUALI-QUANTITATIVA E AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES 

CITOTOXICA E ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DOS FARMACÓGENOS DAS 

ESPÉCIES VEGETAIS  

 

5.4.1 Preparação dos extratos brutos 

 

Os extratos brutos líquidos ou secos são obtidos quando um solvente líquido ou 

mistura deles for utilizado para remover um ou mais constituintes químicos presentes numa 

droga vegetal, ou seja, selecionar e concentrar substâncias que sejam de interesse (BASSANI; 

PETROVICK, 2017). Assim um extrato concentra as substâncias, consequentemente reduzirá 

as posologias e aumentará o prazo de validade, pois em sua preparação podem retirar ou 

minimizar a presença de compostos indesejáveis (MARQUES, 2005). 

São diversos os fatores que influenciam no rendimento de uma extração, como o 

método de extração utilizado e o solvente utilizado, que irão afetar diretamente o rendimento 

do extrato obtido. 

 

5.4.1.1 Extração por refluxo 

 
A extração por refluxo foi realizada com as amostras submetidas ao calor de 70 ºC por 

30 minutos em banho-maria para evitar algum processo degradativo de substâncias 

termolábeis presentes em alguma das amostras. 

Observa-se na tabela 8, que houve diferenças no rendimento entre as amostras de uma 

mesma espécie. A amostra que apresentou melhor rendimento foi romã, 48,39% para RM3 

aquoso; 46,50% para RM11:1 e 44,94% para RM2 7:3. 
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Tabela 9 - Rendimento dos extratos brutos obtidos por refluxo. 

 Rendimento (%; m/m) 

Espécie Amostra 
Refluxo 

Aquoso 1:1 7:3 

A. occidentale 

CJ1 16,02 16,99 12,05 

CJ2 18,02 26,74 26,86 

CJ3 8,22 15,05 11,48 

A. muricata 

GR1 18,88 10,06 15,52 

GR2 21,72 11,82 11,80 

GR3 20,27 15,54 9,26 

G. ulmifolia 

MT1 12,61 18,81 16,51 

MT2 12,51 6,32 20,46 

MT3 7,93 8,30 7,14 

P. niruri 

QP1 14,22 17,05 17,08 

QP2 21,96 16,44 14,68 

QP3 14,45 15,82 14,51 

P. guajava 

GB1 12,97 20,28 19,33 

GB2 17,03 21,55 22,43 

GB3 19,27 22,69 18,80 

P. granatum 

RM1 27,17 46,50 43,77 

RM2 39,26 42,21 44,94 

RM3 48,39 45,24 39,63 

S. mombin 

CZ1 31,11 36,16 28,60 

CZ2 28,77 26,53 21,34 

CZ3 22,52 26,41 18,57 

Fonte: Dados do próprio autor. 
 

5.4.1.2 Extração por turbólise 

 

A extração por turbólise utilizada, não submete a amostra ao aquecimento, mas à 

elevada agitação por curto tempo alternado por um descanso da droga em contato com o 

solvente extrator, mostrou diferença no rendimento obtido quando comparado com o processo 

extrativo por refluxo.  
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Essa diferença de rendimento está demonstrada na tabela 9, onde é possível notar que 

nesse caso a amostra com melhor produção foi QP11:1 com 51,53% de rendimento. É 

possível observar também que o solvente extrator que apresentou um melhor resultado foi 

acetona:água 1:1, pois a maioria das amostras apresentou melhor rendimento que esse foi o 

solvente extrator utilizado. 

 

Tabela 10 - Rendimento dos extratos brutos obtidos por turbólise. 

 Rendimento (%; m/m) 

Espécie Amostra 
Turbólise 

Aquoso 1:1 7:3 

A. occidentale 

CJ1 11,33 15,32 11,11 

CJ2 20,17 28,54 23,53 

CJ3 7,31 14,73 17,22 

A. muricata  

GR1 13,86 17,42 14,43 

GR2 15,80 23,44 14,92 

GR3 10,82 24,01 15,53 

G. ulmifolia  

MT1 8,23 24,03 18,11 

MT2 13,75 17,04 12,35 

MT3 15,21 11,32 7,77 

P. niruri  

QP1 24,40 51,53 41,96 

QP2 5,76 15,80 12,98 

QP3 15,22 20,16 17,10 

P. guajava  

GB1 12,48 22,90 16,64 

GB2 13,96 26,34 19,88 

GB3 16,68 27,14 22,59 

P. granatum  

RM1 32,23 47,95 43,82 

RM2 29,53 42,53 38,55 

RM3 30,28 38,46 42,13 

S. mombin 

CZ1 24,88 34,93 38,92 

CZ2 26,63 28,16 20,06 

CZ3 23,81 30,24 23,88 

Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.4.2 Análise Qualitativa dos extratos brutos por CCD E CLAE-DAD 

 

5.4.2.1 Perfis Cromatográficos por CCD 

 
Com a obtenção dos extratos brutos propõe-se concentrar e selecionar as substâncias 

polifenolicas, que são de interesse nesse estudo. Sendo assim, os extratos brutos obtidos por 

refluxo e turbólise tiveram além da influência dos métodos empregados, a mistura de 

solventes utilizados, que variaram entre água; acetona:água (1:1) e acetona:água (7:3). Dessa 

forma os perfis obtidos para essas amostras apresentam diferenças em suas bandas quando 

comparadas com a droga vegetal de origem. As cromatoplacas para derivados cinâmicos, 

flavonoides e taninos hidrolisáveis encontram-se nas figuras 16 a 21. As mesmas foram 

eluídas com o sistema acetato de etila: ácido fórmico: água (90:5:5), derivatizadas com o 

reagente NEU+PEG e visualizadas sob luz UV 365 nm. 

Nas cromatoplacas dos extratos brutos aquosos obtidos por refluxo e turbólise para os 

metabólitos derivados cinâmicos, flavonoide e taninos hidrolisáveis (Figuras 16 e 17) é 

possível observar que algumas bandas são um pouco mais intensas e/ou nítidas quando 

obtidas por refluxo. 

 

Figura 16 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos Aquosos obtidos por Refluxo de todas as amostras, para 
derivados cinâmicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis. 

(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Figura 17 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos Aquosos obtidos por Turbólise de todas as amostras, para 
derivados cinâmicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis. 

(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG). 
Fonte: Dados do próprio autor. 

 

Para os extratos brutos acetona:água (1:1) observa-se que a intensidade das colorações 

das bandas são mais intensas nos extrato obtidos por turbólise, mostrando que aqui há a 

influência maior do método quando também muda-se o solvente de água para a mistura de 

acetona:água (1:1). É notório que a extração é mais eficiente quando a presença de alguma 

substância torna-se mais evidente, com é o caso do ácido elágico (Rf = 0,41) que se mostrou 

mais nítido nos extratos brutos obtidos por turbólise de A. muricata, P. niruri e P. granatum 

(Figuras 18 e 19). 

 

Figura 18 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 1:1 obtidos por Refluxo de todas as amostras, para derivados 
cinâmicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis. 

 
(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG) 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Figura 19 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 1:1 obtidos por Turbólise de todas as amostras, para derivados 
cinâmicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis. 

(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG) 
Fonte: Dados do próprio autor. 

 
Quando a mistura do solvente extrator foi mudada novamente, agora na proporção de 

7:3 de acetona:água, observa-se que a extração evidenciou com mais nitidez alguns outros 

grupos de metabolitos como os derivados cinâmicos, aqui representados pelo ácido cafeico 

(Rf = 0,24) e ácido clorogênico (Rf = 0,92), pois as bandas referentes a esse grupo apresentou 

mais luminosidade. O mesmo ocorreu com as bandas característica para o grupo dos 

flavonoides, onde as colorações amarelo/alaranjado também foram mais intensas.  

Além do solvente nota-se também que o método teve sua influência quando 

comparados os cromatogramas obtidos por refluxo e turbólise, o segundo apresentou as 

bandas com um pouco mais intensidade (Figuras 20 e 21). 

 
Figura 20 - Cromatogramas dos Extratos Brutos 7:3 obtidos por Refluxo de todas as amostras, para derivados 
cinâmicos, flavonoides e taninos hidrolisáveis. 

 
(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG) 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Figura 21 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 7:3 obtidos por Turbólise de todas as amostras, para derivados 
cinâmicos, flavonoides e taninos. 

 
(A): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e Romã 
(RM); Padrões: Mistura de ácido cafeico e ácido clorogênico (ACC); Mistura de rutina e quercetina (RQ); 
Mistura de ácido elágico e ácido gálico (AEG) 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Na CCD dos extratos brutos para taninos condensados (Figuras 22 a 27), após a 

derivatização com vanilina clorídrica, rapidamente é revelada a presença de grupo que é 

representado pelo padrão catequina, mas assim como é rápida sua manifestação, também é o 

seu desaparecimento. Diante disso, as cromatoplacas foram fotodocumentadas sob luz Vis, 

onde é nitidamente observada a presença dos taninos condensados através da catequina (Rf = 

0,86) e também sob luz UV em 365 nm, onde é possível observar o padrão e a banda 

semelhante nos extratos quando esta faz parte da constituição da amostra. 

Nesse contexto, pode-se observar a presença da catequina com bandas de pouco 

intensidade nos extratos brutos de A. occidentale, A. muricata, G. ulmifolia, P. guajava, P. 

granatum e S. mombin, onde estão a visualização está um pouco mais nítida nos 

cromatogramas dos extratos aquosos obtidos por refluxo (Figura 22). 
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Figura 22 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos Aquosos obtidos por Refluxo de todas as amostras, para taninos 
condensados. 

 
(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) 
e Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 
Figura 23 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos Aquosos obtidos por Turbólise de todas as amostras, para 
taninos condensados. 

 
(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) 
e Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Figura 24 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 1:1 obtidos por Refluxo de todas as amostras, para taninos 
condensados. 

(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) e 
Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 
Figura 25 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 1:1 obtidos por Turbólise de todas as amostras, para taninos 
condensados. 

(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) 
e Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Figura 26 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 7:3 obtidos por Refluxo de todas as amostras, para taninos 
condensados. 

 
(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) 
e Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 
Figura 27 - Cromatoplacas dos Extratos Brutos 7:3 obtidos por Turbólise de todas as amostras, para taninos 
condensados. 

 
(A e C): Cajazeira (CZ); Caju (CJ); Goiaba (GB); Graviola (GR); (B e D): Mutamba (MT); Quebra-Pedra (QP) 
e Romã (RM); Padrão catequina (CAT). (A e C): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob 
luz UV 365 nm. (C e D): Após derivatização com vanilina clorídrica e visualizadas sob luz Visível. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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5.4.2.2 Perfis Cromatográficos por CLAE-DAD 

 
Os perfis digitais obtidos por CLAE-DAD para os extratos brutos, confirmam a 

semelhança entre as amostras de uma mesma espécie e que são de localidades diferentes. Não 

há entre elas uma grande divergência entre seus perfis, confirmando que se tratam da mesma 

espécie que foram confirmadas pela identificação botânica.  

A seguir estão demonstrados (Figuras 28 a 34) os cromatogramas dos extratos brutos 

obtidos por refluxo e turbólise com os três solventes extratores, água; acetona:água (1:1); e 

acetona:água (7:3). Apenas uma amostra de cada espécie foi selecionada, por apresentar um 

melhor perfil na CCD e um melhor teor dos marcadores quando avaliados pela CLAE. Os 

cromatogramas apresentam o comparativo dos seus perfis de cada amostra quando obtidas por 

métodos extrativos e solventes diferentes. 

 
Figura 28 - Cromatograma obtido para extrato bruto CJ2 obtido por refluxo e turbólise. 

 
CJ2: Cajueiro amostra 2; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 

 

Figura 29 - Cromatograma obtido para extrato bruto GR1 obtido por refluxo e turbólise. 

 
GR1: Graviola amostra 1; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 
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Figura 30 - Cromatograma obtido para extrato bruto MT1 obtido por refluxo e turbólise. 

 
MT1: Mutamba amostra 1; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: 
Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 
 
Figura 31 - Cromatograma obtido para extrato bruto QP1 obtido por refluxo e turbólise. 

 
QP1: Quebra-Pedra amostra 1 AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: 
Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 

 
Figura 32 - Cromatograma obtido para extrato bruto GB1 obtido por refluxo e turbólise. 

 
GB1: Goiaba amostra 1; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 
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Figura 33 - Cromatograma obtido para extrato bruto RM3 obtido por refluxo e turbólise. 

 
RM3: Romã amostra 3; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 
 
Figura 34 - Cromatograma obtido para extrato bruto CZ1 obtido por refluxo e turbólise. 

 
CZ1: Cajá amostra 1; AQ: Aquoso; 11: acetona:água (1:1); 73: acetona:água (7:3); T: Turbólise; R: Refluxo. 
Fonte: Dados do próprio autor 
 
 
5.4.3 Análise Quantitativa de Polifenois nos Extratos Brutos por CLAE-DAD 

 

A CLAE é uma das principais alternativas analítica para avaliação de metabólitos 

secundários em materiais vegetais. Para a análise de polifenois, as condições mais utilizadas 

incluem fase reversa empregando colunas C18 e como fases móveis combinações de 

metanol/acetonitrila e água, frequentemente acidificados. Os ácidos mais utilizados para 

acidificar as fases são: ácidos fórmico, ácido acético, ácido fosfórico e tetrahidrofurano em 

concentrações de no máximo 3% (v/v). Dentre eles os mais utilizados são os ácidos fosfórico 

e trifluoracético (ARAPITSAS, 2012; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). 
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Os resultados obtidos pela análise por CLAE-DAD (Tabela 11) corroboram com os já 

encontrados por CCD e pelo doseamento por espectrofotometria UV-Vis, confirmando a 

presença dos marcadores de forma qualitativa e quantitativa.  

 

Tabela 11 - Teor de marcadores (%m/m) obtidos por CLAE nos extratos brutos. 

Espécie EB CAT AG AE FT DCT 

A. 

occidentale 

CJ2AQT 1,18 (0,21) 0,64 (0,14) - 1,39 (0,22) - 

CJ211T 1,31 (0,78) 0,66 (0,23) - 2,92 (0,84) - 

CJ273T 1,25 (0,99) 0,41(0,29) - 3,35 (0,82) - 

A. muricata 
GR1AQT - 3,08 (0,29) 0,52 (0,96) 1,09 (0,31) 0,23 (0,15) 

GR111T - - - 1,78 (0,79) - 

GR173T - - - 1,71 (0,12) - 

G. 

ulmifolia 

MT1AQT - - - 2,87 (0,29) - 

MT111T - - - 2,95 (0,18) - 

MT173T - - - 3,05 (0,83) - 

P. niruri 
QP1AQT - 1,44 (0,17) 0,81 (0,12) - 0,69 (0,10) 

QP111T - 0,71 (0,56) 1,24 (0,31) - 0,62 (0,26) 

QP173T - 0,38 (0,86) 0,63 (0,30) - 0,60 (0,36) 

P. guajava 
GB1AQT - 0,33 (0,52) - 2,29 (0,48) - 

GB111T - 0,31 (0,15) - 2,56 (0,35) - 

GB173T - 0,30 (0,23) - 2,39 (0,66) - 

P. 

granatum 

RM3AQT - - 0,37 (0,53) - - 

RM311T - - 0,30 (0,10) - - 

RM373T - - 0,26 (0,63) - - 

S. mombin 
CZ1AQT - 0,16 (0,65) - 1,87 (0,29) 0,16 (0,65) 

CZ111T - 0,12 (0,60) - 1,75 (0,18) 0,18 (0,73) 

CZ173T - 0,12 (0,45) - 1,53 (0,83) 0,12 (0,45) 

EB: Extrato Bruto; CAT: Catequina; AG: Ácido gálico; AE: Ácido elágico; FT: Flavonoides Totais, calculados 
como rutina; DCT: Derivados Cinâmicos Totais, calculados como ácido clorogênico. 
Os dados foram expressos como média (desvio padrão relativo percentual). 
Fonte: Dados do próprio autor 
 

5.4.4 Atividade Citotóxica dos extratos brutos obtidos por turbólise (EBT): pelo método 

do MTT 
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Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico das 

amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibição), com atividade moderada 

(inibição de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade (inibição de 

crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).  

As amostras na concentração de 50 µg/mL apresentaram citotoxicidade frente às 

linhagens testadas conforme tabela 12. 

 

Tabela 12 – Percentual (%) de inibição frente ao ensaio de citotoxicidade dos EB. 

Amostras 
% Inibição 

Hep-2 EPM NCI-H292 EPM MCF-7 EPM HL-60 EPM 

CJ1AQT 5,53 0,13 9,15 0,18 18,25 0,15 22,75 0,18 

CJ111T 7,73 0,19 6,98 0,32 6,83 0,51 11,18 0,68 

CJ173T 29,75 1,00 20,50 0,13 21,25 0,18 33,00 1,10 

CJ2AQT 25,75 0,63 23,25 1,08 22,75 1,70 37,25 2,28 

CJ211T 4,15 0,03 2,23 0,03 5,75 0,08 9,00 0,03 

CJ273T 70,25 2,85 78,25 2,48 36,75 1,78 75,25 1,90 

CJ3AQT 11,3 0,9 6,7 0,8 10,3 1,3 13,7 1,1 

CJ311T 53,1 1,9 58,3 2,1 49,2 1,9 51,4 1,35 

CJ373T 5,5 0,6 7,9 0,6 7,6 0,8 18,5 0,9 

GR1AQT 10,9 0,7 12,8 0,6 13,9 0,8 9,8 0,5 

GR111T 13,5 1,4 9,6 1,1 5,2 0,6 29,0 0,7 

GR173T 31,1 2,0 15,7 1,7 26,5 1,7 66,1 2,2 

GR2AQT 48,8 5,8 22,1 2,0 16,5 1,4 71,5 1,6 

GR211T 0,3 0,1 0,2 0,1 1,2 0,2 3,2 0,9 

GR273T 22,3 2,9 17,1 2,3 23,6 1,5 50,0 2,3 

GR3AQT 17,1 2,0 7,7 0,7 5,8 0,5 25,0 0,6 

GR311T 14,2 2,0 11,2 1,4 5,0 0,3 26,0 0,5 

GR373T 16,3 1,1 20,5 1,3 28,2 0,7 37,0 1,2 
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Continuação Tabela 12 – Percentual (%) de inibição frente ao ensaio de citotoxicidade dos EB. 

         

MT1AQT 10,45 0,90 7,45 0,44 5,65 0,50 19,85 0,45 

MT111T 46,62 3,06 72,68 3,78 80,64 1,98 85,66 3,42 

MT173T 22,32 2,88 17,10 2,34 23,58 1,48 50,04 2,34 

MT2AQT 13,55 1,60 6,15 0,55 4,59 0,38 19,85 0,45 

MT211T 15,84 1,78 22,50 1,75 21,78 2,34 52,92 2,70 

MT273T 10,75 1,15 7,60 0,85 4,10 0,48 23,05 0,55 

MT3AQT 32,22 2,52 19,26 2,34 29,34 3,78 39,24 3,24 

MT311T 31,14 1,98 15,66 1,69 26,46 1,67 66,06 2,16 

MT373T 11,30 1,55 8,90 1,15 3,95 0,21 20,60 0,40 

QP1AQT 15,8 1,8 22,5 1,7 21,8 2,3 52,9 2,7 

QP111T 32,2 2,5 19,3 2,3 29,3 3,8 39,2 3,2 

QP173T 17,33 1,49 12,35 0,72 9,37 0,83 32,91 0,75 

QP2AQT 18,74 2,57 14,76 1,91 6,55 0,35 34,15 0,66 

QP211T 17,82 1,91 12,60 1,41 6,79 0,80 38,22 0,91 

QP273T 0,20 0,07 0,26 0,07 0,18 0,07 2,84 0,33 

QP3AQT 0,14 0,05 0,09 0,06 0,56 0,10 1,48 0,41 

QP311T 22,47 2,65 10,20 0,91 7,60 0,62 32,91 0,75 

QP373T 14,34 0,91 7,21 0,78 12,19 0,77 30,42 0,99 

GB1AQT 7,30 0,82 10,36 0,80 10,03 1,08 24,37 1,24 

GB111T 14,84 1,16 8,87 1,08 13,51 1,74 18,07 1,49 

GB173T 10,28 1,33 7,88 1,08 10,86 0,68 23,05 1,08 

GB2AQT 4,39 0,07 6,55 0,05 5,06 0,07 9,45 0,17 

GB211T 21,47 1,41 27,03 1,74 37,14 0,91 48,66 1,58 

GB273T 14,34 0,91 16,83 0,80 18,24 0,99 12,93 0,62 

GB3AQT 64,16 0,79 67,31 1,08 59,52 1,99 66,82 2,40 

GB311T 48,78 5,76 22,14 1,98 16,51 1,35 71,46 1,62 

GB373T 0,31 0,11 0,20 0,13 1,22 0,22 3,20 0,90 
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Continuação Tabela 12 –Percentual (%) de inibição frente ao ensaio de citotoxicidade dos EB. 

RM1AQT 12,95 0,85 16,30 1,05 22,40 0,55 29,35 0,95 

RM111T 2,65 0,04 3,95 0,03 3,05 0,05 5,70 0,10 

RM173T 38,70 0,48 40,60 0,65 35,90 1,20 40,30 1,45 

RM2AQT 8,65 0,55 4,35 0,47 7,35 0,47 18,35 0,60 

RM211T 0,09 0,03 0,06 0,04 0,34 0,06 0,89 0,25 

RM273T 8,95 0,70 5,35 0,65 8,15 1,05 10,90 0,90 

RM3AQT 6,20 0,80 4,75 0,65 6,55 0,41 13,90 0,65 

RM311T 4,40 0,50 6,25 0,49 6,05 0,65 14,70 0,75 

RM373T 8,65 0,55 10,15 0,48 11,00 0,60 7,80 0,38 

CZ1AQT 3,65 0,02 1,96 0,02 5,06 0,07 7,92 0,02 

CZ111T 4,86 0,11 8,05 0,15 16,06 0,13 20,02 0,15 

CZ173T 22,66 0,55 20,46 0,95 20,02 1,50 32,78 2,00 

CZ2AQT 21,08 0,86 17,48 0,74 11,03 0,53 22,58 0,57 

CZ211T 26,18 0,88 18,04 0,11 18,70 0,15 29,04 0,97 

CZ273T 61,82 2,51 51,26 2,18 32,34 1,56 66,22 1,67 

CZ3AQT 1,66 0,04 2,75 0,05 5,48 0,05 6,83 0,05 

CZ311T 1,25 0,01 0,67 0,01 1,73 0,02 2,70 0,01 

CZ373T 8,93 0,30 6,15 0,04 6,38 0,05 9,90 0,33 

Doxorrubicina 52,6 1,2 70,1 0,5 73,2 0,6 81,3 0,9 

HEp-2 (carcinoma de laringe humana); NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão humano); MCF-7 
(câncer de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

Para as amostras relacionadas na tabela 12 que apresentaram atividade moderada (> 

70% de inibição), foi determinada a concentração que inibe 50 % do crescimento em relação 

ao controle negativo (CI50) empregando concentrações dentro da faixa de 0.098 e 50 µg/mL. 

A doxorrubicina (0.009 - 1.25 µg/mL) foi utilizada como padrão. A CI50 e os respectivos 

intervalos de confiança (IC 95%) foram calculados a partir da regressão não linear em 

programa computacional e estão apresentados na tabela 13. 

Dessa forma, as amostras de extrato bruto que apresentaram uma melhor atividade 

citotóxica foram as amostras CJ273T (extrato bruto das folhas de caju amostra 2 extraída com 

acetona:água 7:3 por turbólise) e MT111T (extrato bruto das folhas de mutamba amostra 1 

extraída com acetona:água 1:1 por turbólise). 
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Tabela 13 - Citotoxicidade das amostras CJ273T e MT111T. 

Amostras 
CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança 
NCI-H292 HEp-2 MCF-7 HL-60 

CJ273T 
22,3 15,3 8,2 12,5 

17,2 -26,4 10,8 – 19,2 3,9 -11,8 9,6 – 15,2 

MT111T 
8,2 18,6 6,3 9,4 

7,4 -13,7 14,9 – 22,1 3,3 -9,2 5.8 - 14.1 
4,4 -10,1 8,3 – 15,6 8,2 – 14,7 5,4 – 8,9 

Doxorrubicina 
0,08 0,31 0,11 0,06 

0,06 – 0,12 0,26 – 0,36 0,08 -  0,15 0,05 – 0,07 
HEp-2 (carcinoma de laringe humana); NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão humano); MCF-7 
(câncer de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda). 
Fonte: Dados do próprio autor. 
 

5.4.5 Atividade Antimicrobiana dos extratos brutos obtidos por turbólise 

 

Todas as espécies incluídas neste estudo apresentam diversos relatos de uso tradicional 

muito difundido na população da região Nordeste. De uma forma geral, as principais 

propriedades descritas para estas plantas são: antifúngica, antibacteriana, anti-inflamatória, 

antidiabético, antitérmica entre outras. A literatura ainda relata que uma boa parte destas 

espécies encontra aplicação no tratamento de desordens gastrointestinais (AGRA et al., 2007; 

MATOS, 2007; SILVA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007a; BOUQUET; DEBRAY, 

1974; AYOKA et al., 2008; DUARTE, DRANKA, YANO, 2011; CONSOLACION et al., 

2012; VIANA, LEAL, VASCONCELOS, 2013). 

Considerando a relevância destas espécies, os extratos obtidos por turbólise foram 

submetidos aos ensaios de atividade antibacteriana e antifúngica  

As tabelas 14 e 15 resumem os resultados obtidos para o potencial antibacteriano e 

antifúngico, respectivamente, dos extratos avaliados. 

Os dados obtidos para as amostras de A. occidentale revelaram que não foi detectada 

atividade para qualquer umas das cepas de bactérias utilizadas. Por outro lado, todas as 

leveduras testadas (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis) apresentaram 

alguma sensibilidade à A. occidentale.  

As amostras de A. muricata apresentaram atividade antibacteriana para quase todas as 

cepas testadas, com exceção da S. marcescens. A atividade antifúngica para os extratos de A. 

muricata só foi detectada para C. albicans e C. tropicalis. 

Os extratos de G. ulmifolia apresentaram propriedade antibacteriana frente às cepas 

utilizadas, com exceção da cepa de S. marcescens, que não foi sensível aos extratos da 

espécie. Comportamento oposto foi observado para a avaliação da atividade antifúngica, para 
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o qual todas as amostras de G. ulmifolia apresentaram atividade para todas as cepas de 

leveduras testadas.  

Em relação as amostras de P. niruri, os extratos apresentaram atividade antibacteriana 

para S. aprophyticcus e S. aureus e antifúngicas para C. albicans e C. tropicalis.  

Os extratos das amostras de P. guajava apresentaram atividade contra as cepas de S. 

saprophyticcus e S. aureus. A atividade do quebra-pedra nos ensaio antifúngico revelou que a 

espécie foi ativa contra as leveduras C. albicans e C. tropicalis. 

Exceto pela cepa de S. marcescens, todas as cepas de bactérias foram sensíveis às 

amostras de P. granatum. Já diante das cepas de leveduras, a espécie apresentou importante 

atividade antifúngica. Entretanto, apenas o extrato RM373T foi eficaz frente as cepas de C. 

krusei e C. parapsilosis. Neste caso, ao lado da origem geográfica das amostras, a composição 

química do extrato resultante da combinação do solvente extrator pode ter sido o principal 

responsável pela resposta biológica  

Por fim, a S. mombin também apresentou amplo espectro de atividade antibacteriana. 

Para esta espécie, as exceções ficaram por conta da ausência de atividade para a cepa S. 

marcescens, e a atividade contra a cepa de E. coli foi restrita ao extrato CZ1AQT. 

Considerando a propriedade antifúngica, a espécie foi ativa para as leveduras C. albicans e C. 

tropicalis. 

Em síntese, os dados encontrados reforçam a hipótese acerca das indicações populares 

sobre o uso tradicional de espécies vegetais na terapêutica. O potencial das espécies vegetais, 

mesmo aquelas já estudadas, pode ser atribuído à variabilidade das condições de crescimento 

(distribuição geográfica, solo, clima, estádio de desenvolvimento, entre outros); que permite 

perfis de metabólitos secundários distintos, ou suficientemente diferentes, para a manifestação 

de uma ou outra propriedade terapêutica. Ademais, os processos de transformação e extração 

a partir das matérias primas são responsáveis pela importante orientação do perfil químico 

final e que também podem levar à produtos com atividades específicas ou mais pronunciadas.  
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Tabela 14 - Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima (mg/mL) dos extratos brutos contra bactérias. 

Espécie Amostra 
E. coli S. saprophyticcus S. marcescens S. aureus 

CIM50 CBM CIM50 CBM CIM50 CBM CIM50 CBM 

A. occidentale L. 
CJ2AQT X NA X NA X NA X NA 
CJ211T X NA X NA X NA X NA 
CJ273T X NA X NA X NA X NA 

A. muricata L. 
GR1AQT X NA 0,4 X X NA 0,025 X 
GR111T X NA 0,025 X X NA 0,025 X 
GR173T 0,4 0,8 0,05 X X NA 0,025 X 

G. ulmifolia Lam 
MT1AQT 0,8 X 0,05 X X NA 0,4 X 
MT111T 0,1 0,4 0,0125 0,8 X NA 0,025 X 
MT173T 0,05 0,4 0,0125 0,8 X NA 0,025 X 

P. niruri L. 
QP1AQT X NA X NA X NA 0,1 X 
QP111T X NA 0,025 X X NA 0,025 X 
QP173T X NA 0,0125 X X NA 0,025 X 

P. guajava L. 
GB1AQT 0,2 X 0,0125 X X NA 0,025 0,8 
GB111T 0,1 0,8 0,0125 0,8 0,8 X 0,025 X 
GB173T X NA 0,0125 X 0,8 X 0,025 0,8 

P. granatum L. 
RM3AQT 0,8 X 0,0125 X X NA 0,0125 0,8 
RM311T 0,2 X 0,0125 0,4 X NA 0,0125 0,8 
RM373T 0,2 0,8 0,0125 0,8 X NA 0,0125 0,8 

S. mombin Jacq. 
CZ1AQT 0,4 0,8 0,0125 X X NA 0,025 0,8 
CZ111T X NA 0,0125 0,8 X NA 0,025 0,4 
CZ173T X NA 0,0125 X X NA 0,025 0,4 

CIM = Concentração Inibitória Mínima; CBM = Concentração Bactericida Mínima; X = Não apresentou inibição; NA = Não Analisado. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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Tabela 15 - Concentração Inibidora Mínima e Concentração Fungicida Mínima (mg/mL) de extratos brutos contra leveduras de Candida spp. 

Espécie Amostra 
C. albicans C. krusei C. tropicalis C. parapsilosis 

CIM50 CFM CIM50 CFM CIM50 CFM CIM50 CFM 

A. occidentale L. 
CJ2AQT 0,3125 0,625 0,625 X 0,3125 0,625 0,625 X 
CJ211T 0,625 X 0,625 X 0,625 X 0,625 X 
CJ273T 0,3125 X 0,3125 0,5 0,3125 X 0,3125 0,5 

A. muricata L. 
GR1AQT 0,8 X X NA 0,8 X X NA 
GR111T 0,8 X X NA 0,8 X X NA 
GR173T 0,8 X X NA 0,8 X X NA 

G. ulmifolia Lam 
MT1AQT 0,125 X 0,25 X 0,125 X 0,25 X 
MT111T 0,5   0,25 X 0,5   0,25 X 
MT173T 0,25 X 0,125 X 0,25 X 0,125 X 

P. niruri L. 
QP1AQT 0,8 X X NA 0,8 X X NA 
QP111T 0,8 X X NA 0,8 X X NA 
QP173T 0,8 X X NA 0,8 X X NA 

P. guajava L. 
GB1AQT 0,1 X X NA 0,1 X X NA 
GB111T 0,1 X X NA 0,1 X X NA 
GB173T 0,2 X X X 0,2 X X X 

P. granatum L. 
RM3AQT 0,1 X X X 0,1 X X X 
RM311T 0,0125 X X X 0,0125 X X X 
RM373T 0,0125 X 0,025 X 0,0125 X 0,025 X 

S. mombin Jacq. 
CZ1AQT 0,8 X X NA 0,8 X X NA 
CZ111T 0,8 X X X 0,8 X X X 
CZ173T 0,8 X X X 0,8 X x X 

CIM = Concentração Inibitória Mínima; CFM = Concentração Fungicida Mínima; NA = Não Analisado. 
Fonte: Dados do próprio autor. 
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6 CONCLUSÃO 
 

A análise qualitativa química de drogas vegetais de espécies medicinais brasileiras 

indicaram similiaridades que podem servir como referência para que serem utilizadas com o 

objetivo de controle de qualidade. Além disso, os perfis químicos obtidos podem fornecer 

referências confiáveis para a avaliação da composição complexa das matrizes. Uma vez que 

os materiais à base de plantas foram autenticados e identificados botanicamente, as 

impressões digitais (CCD e/ou CLAE) permitiram a detecção de pequenas diferenças devido à 

sua variabilidade intrínseca a partir de matrizes biológicas e/ou condições de crescimento. Por 

outro lado, a maioria das impressões digitais mostrou semelhanças importantes devido a 

vários sinais comuns (bandas/picos), que podem ser utilizados como referências para 

padronizar os produtos à base de plantas. Assim, este estudo cromatográfico contribui para o 

desenvolvimento de parâmetros de qualidade adicionais para a padronização química de tais 

materiais fitoterápicos, a fim de assegurar a reprodutibilidade da atividade durante os ensaios 

biológicos. 

A análise quantitativa das espécies estudadas e de seus respectivos extratos 

apresentaram pequenas variações em amostras da mesma espécie quando adquiridas de locais 

diferentes, mostrando mais uma vez que um conjuto de fatores podem influenciar na produção 

desses metabólitos secundários. E quando associados aos perfis químicos irão auxiliar a 

identificação dessas espécies permitindo assegurar a complexidade química da matriz que está 

diretamente relacionada à padronização dos teores, e que podem serivr como parâmetro 

durante um controle de processo produtivo.  

Os ensaios de citotoxicidade e o de atividade antimicrobiana são indicativos e 

preliminares para a busca de um uso seguro e eficaz das espécies associado com o uso 

tradicional às quais já são empregadas. 

Como possibilidades futuras propoem-se utilizar essas informações obtidas nesse 

estudo como um banco de dados de impressões digitais que servirão como guia para estudos 

dessas espécies, e assim serão como um modelo para dar prosseguimento de estudos 

semelhantes com outras espécies utilizadas tradicionalmente, e aumentar o acervo dessas 

informações obtidas através das impressões digitais.  
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