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Resumo

A Cyperus rotundus, conhecida popularmente no Brasil como Tiririca ou Junga
aroméatica é uma planta daninha, com cerca de 20-40 cm de altura, composta por
inflorescéncias, folhas basais e rizomas que terminam em tubérculos ovalados e negros.
Com grande potencial medicinal, apresenta diversas atividades farmacolégicas como:
adstringente, diaforética, diurética, emenagoga, sedativa, vermifuga, tbnica e
antibacteriana. O objetivo deste trabalho foi utilizar um sistema de analise por injecédo
em fluxo continuo com deteccao espectrofotométrica, para avaliagéo antibacteriana das
solucdes dos extratos brutos etandlicos e das fragbes semi purificadas das folhas e dos
rizomas da Cyperus rotundus, frente a bactéria Escherichia coli. A planta passou por
uma fase de tratamento, onde obteve-se amostras em p6 da droga vegetal das folhas e
dos rizomas. Estas foram submetidas a técnica de maceracdo com o etanol, e
posteriormente a pressao reduzida, conduzindo ao extrato bruto etandlico (E.B.E), uma
parte do mesmo foi fracionada e semi-purificadas em AcOEt, Hexanica, Diclorometénica
e Aquosa. Os testes foram realizados usando 5 solugfes de leitura: branco em relagcéo
a microrganismos, referéncia de comparacédo, dimetilsulfoxido (DMSO) 0,88 % e de
amostras do fracionamento. As leituras foram realizadas em intervalos de 30 minutos
durante 270 minutos. As amostras dos rizomas da planta, apresentaram uma leve acao
antimicrobiana sobre o inéculo, sendo a fracdo de AcOEt 144 mgL™'a que mais inibiu a
bactéria. Nas amostras das folhas foi observado fornecimento de nutrientes,
proporcionando maior proliferacdo populacional da bactéria. A atividade antibacteriana
da C. rotundus, se deve principalmente a produgéo de metabdlitos secundarios.

Palavras-Chaves: Avaliacdo antibacteriana, Escherichia coli, Sistema de andlise por
injecdo em fluxo, Tiririca.

1. Introducéo
As plantas para garantir sua sobrevivéncia no meio ambiente produzem

metabdlitos secundarios que apresentam diversas funcdes, dentre elas protecao
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contra herbivoros, fungos e bactérias, alelopatia, atragdo de polinizadores etc.
Muitos desses metabdlitos podem ser utilizados na produgdo de cosméticos e
medicamentos, devido as suas propriedades farmacoldgicas como por exemplo,
antioxidante, anti-inflamatéria, analgésico, estimulante do Sistema Nervoso
Central, antitumoral, antisséptica e dentre outras propriedades (VIZZOTO et al.,
2010).

O Cerrado apresenta uma grande biodiversidade taxondmica e producéo
de compostos bioativos, que vem despertando interesse na investigacao
cientifica de plantas medicinais (LIMA NETO et al., 2015), dentre elas destaca-
se a planta Cyperus rotundus, conhecida popularmente como tiririca ou Junca-
aromatica. Cyperus rotundus é originaria da india, sendo considerada uma das
espécies vegetais com maior amplitude de distribuicdo no mundo, devido a sua
capacidade de adaptar-se a diferentes tipos de solo, altitudes, temperaturas e
pH do solo (SIVAPALAN, 2013). No Brasil, ocorre em quase toda extensdo
territorial e é vista como uma planta daninha, por possuir efeito alelopético e
apresentar tubérculos que permanecem dormentes por longo periodo,
contribuindo para a persisténcia dessa espécie no solo (SILVEIRA et al., 2010).

A tiririca é uma planta pequena e herbacea que produz poucas sementes
viaveis, apresentando rizomas que podem se diferenciar em tubérculos ou
bulbos basais. Os metabdlitos que foram detectados na Cyperus rotundus séo
alcaloides, antragquinonas, cumarinas, esteroides e triterpenos, flavonoides,
saponinas, taninos, resinas, amido, glicosideos, monoterpenos, sesquiterpenos,
sitosterol, terpendides, 6leos essenciais etc. (AL-SNAFI, 2016; SIVAPALAN,
2013).

Deste modo, a tiririca pode ser utilizada no combate a pragas em sistemas
agroecologicos, inducao de enraizamento e como uso medicinal (BARBOSA et
al.,, 2007; SINGH et al., 2012; SARNO et al., 2014). Alguns efeitos
farmacoldgicos da C. rotundus sao anti-inflamatério, sedativo, anti-histaminico,
antimalarica, antiparasitaria, antipirético, antioxidante, efeito gastrointestinal,
antidiabético, antimicrobiano, anticonvulsivante, hipolipemiante, entre outros
efeitos (AL-SNAFI, 2016; SINGH et al., 2012; SIVAPALAN, 2013).

Logo, como a tiririca produz uma variedade de metabodlitos que
apresentam toxicidade para patégenos microbianos, essa pode influenciar no

crescimento da bactéria Escherichia coli. A analise da toxicidade pode ser
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detectada por sistema de analise poe injecao de fluxo em que avalia a turbidez
da bactéria através do espectrofotdmetro.

Portanto, como a planta tiririca encontra-se em diferentes locais,
principalmente no Cerrado, e € utilizada na medicina popular por apresentar uma
variedade de compostos quimicos que podem influenciar no crescimento da
Escherichia coli, e como vem ocorrendo um decréscimo na producdo de
antimicrobianos e um aumento na resisténcia dos microrganismos aos mesmaos,
acarretando sérios problemas na salde publica, sdo necessarios
desenvolvimentos de pesquisas para que se possa isolar o(s) composto(s)
quimico(s) que trazem os beneficios antimicrobianos.

Dessa maneira o objetivo deste trabalho é o emprego do sistema de
analise por injecao em fluxo, proposto para avaliagdo antibacteriana em amostra
das folhas e dos rizomas da Cyperus rotundus, usando a bactéria Escherichia
coli como teste, inoculada em meio de cultura e dopada com os extratos da

referida amostra.

Referencial tedrico

2.1. Familia Cyperaceae

A familia Cyperaceae é uma familia cosmopolita, herbacea com grande
diversidade principalmente em tropicos Umidos e semilmidos, mas também
frequente dominante em temperaturas frias. Compreende 104 géneros e
aproximadamente 5000 espécies. Apresenta caracteristicas bem definidas, a
maioria sdo perenes, relvadas, semelhantes a gramas. Estdo associadas a
formacdo em ambientes mal drenados como brejos, pantanos e em margens de
rios e corpos d’agua (GOETGHEBEUR, 1998).

Suas folhas sdo geralmente lineares e plana, as hastes ndo costumam
apresentar ramificacdes, sendo que normalmente crescem em um colmo com
uma inflorescéncia terminal central. Podem desenvolver curtos ou alongados
rizomas (bulbos espessados), subterraneos que terminam em tubérculos. Uma
ocorréncia quase universal € a presenca de corpos de silica, nas paredes
internas das células da epiderme (GOETGHEBEUR, 1998).
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2.2. Género Cyperus

Dentre o género Cyperus destacam diversas espécies, que possuem
interesse economicamente, na alimentacéo, nos cosmeéticos e na medicina. Uma
das espécies mais antigas historicamente € a Cyperus papyrus L, ou comumente
papiro, conhecido pela sua cultivacédo pelos antigos egipcios, gregos e romanos
na producao de papiros; um tipo de papel feito de tiras da medula do colmo
colocadas e pressionadas juntas. Estudos apontam a utilizag&o do papiro para a
producdo de biomassa soélida, para o cozimento de alimentos, na Africa
Subsaariana. Na Figura 1, é possivel visualizar a amplitude da distribuicéo
mundial do género (JONES, 2018).

No Brasil, o género Cyperus abrange principalmente as ervas daninhas
nas culturas de arroz, ocasionando aspectos negativos diretos na competicao
por recursos ambientais, dificultando a colheita, e por consequéncia acaba
afetando a rentabilidade (ULGUIM et al.,, 2019). O manejo € realizado
principalmente por meio do controle com o uso de herbicidas, porém segundo
Chapinotto et al. (2017), o uso excessivo selecionou plantas daninhas
resistentes a acetolactato sintase (ALS) que inibe herbicidas em areas de arroz

irrigado.

a3 T1* »T°

Figura 1. Distribuigdo mundial do género Cyperus. Fonte : GBIF, 2022.
Disponivel em:https://www.gbif.org/species/2713455.

Uma espécie de grande carater econbmico é a Cyperus articulatus L,
conhecida vulgarmente como priprioca que apresenta distribuicdo nas Américas
tropical e subtropical, sendo muito encontrada na Amazoénia. Devido o0s seus
Oleos essenciais aromaticos é bem vista na confeccao de perfumes (FERREIRA,
2018).
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2.3. Espécie Cyperus rotundus L.

De origem indiana, a Cyperus rotundus Linn., uma planta conhecida
popularmente como Tiririca, € amplamente distribuida pelo mundo, acredita-se
que sua chegada no Brasil foi durante os tempos coloniais, pelos navios
mercantes portugueses (SANTOS, 2014). Pertencente a familia Cyperaceae,
com cerca de 20-40 cm de altura é composta por inflorescéncias, folhas basais
de coloracdo verde-brilhante e inervacdo paralelinérvea, caule de haste
triangular e caule subterraneo (rizoma) com raizes que terminam em tubérculos

ovalados e negros, conforme representada na Figura 2 (ARANTES, 2005).

Figura 2. Cyperus rotundus L. (a) inflorescéncias e folhas (b) rizomas com os
tubérculos. Fonte : https://www.gbif.org/occurrence/gallery, taxon_key=2714818.

2022 Décio Karam Embrapa.

Conhecida pela sua sobrevivéncia e persisténcia nas lavouras de cana-
de-acucar e algodao, € uma planta daninha de ciclo fotossintético Ca, que possui
uma maior eficiéncia na absorcdo de CO2 atmosférico (AZANIA et al., 2006).
Sendo assim, acaba adaptando-se melhor em locais com climas quentes e
secos. Detém de uma diversidade quimica de espécies, notavel pelas diferencas
na composi¢ao quimica dos seus 0Oleos essenciais (SANTOS, 2014).

E utilizada na alimentag¢&o animais suinos, na confeccéo de utensilios, na
industria téxtil e de uso medicinal (SANTOS, 2014). Estudos estdo sendo feitos
para mostrar suas potenciais atividades farmacologicas como: anti-inflamatoria,

antidiabética, antipirética, analgésica, anti-dismenorréia, repelente, entre outros
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(SINGH et al., 2012). Os rizomas sdo considerados adstringentes, diaforéticos,
diuréticos, aromaticos, emenagogos, sedativos, vermifugos, tbnicos e
antibacterianos (AL-SNAFI, 2016).

Em um estudo os rizomas de Cyperus rotundus foi submetido a anélise
por GC-MS mostrando um perfil altamente complexo; contendo cerca de dez
componentes de alcaldide e aproximadamente vinte e cinco componentes
pertencem ao de fendis (ABO-ALTEMEN et al., 2019). Kamala et al. (2018),
fizeram uma revisdo sistematica na qual encontraram mais de 30 estruturas nos

rizomas da espécie (Figura 3).

L/\/t/\/l NN . /\(_/}\\l
4 . a ) » . . ‘\" -
HO T/ i T N T OF /\ A

Cyperol '
Copadiene
g-cyperone
Hyl M
\ : \
N g N, . -
” ~ 4 Ifi ]
IS L o
- l, !
H,( / -
/ D g b
| N\

) - Rotundene Rotundenol

Cwpreren

Figura 3. Estruturas encontradas nos rizomas da C. rotundus. Fonte: Adaptado
de Kamala (2018).

2.4 Escherichia coli

Com cerca de 1 micrdbmetro de comprimento, a Escherichia coli € uma
bactéria gram-negativa, anaerobica facultativa, cuja morfologia € de bastonetes.
Descoberta em 1962 pelo cientista Escherich, pertence a familia
Enterobacteriaceae, faz parte da microbiota do trato intestinal de humanos e de
outros mamiferos, pois contribui para a produgéo de certas vitaminas e participa
da digestédo de alimentos. Sendo assim, sua preseng¢a na agua e nos alimentos
€ indicativo de contaminacéo fecal (KAPER et al., 2004; TORTORA et al., 2010;
ROSA et al., 2016).
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Por fissdo binaria, em condicdes favoraveis, se divide a cada 20 minutos,
assim apos 20 geracdes, uma Unica célula inicial podera gerar mais de um
milhdo de células. Desta forma, apresenta como vantagem o fato de ser
facilmente cultivada, além de caracteristicas bioquimicas e genéticas bem
conhecidas. Entretanto, esta bactéria, possui algumas linhagens patogénicas
que causam infec¢des urinarias e gastrenterite, mais comumente conhecida
como diarréia dos viajantes. Isto se deve ao fato de transportar plasmideos
codificadores de toxinas e de fimbrias que permitem a maior fixacdo bacteriana
as células intestinais. (KAPER et al., 2004; TORTORA et al., 2010; ROSA et al.,
2016).

A linhagem chamada de Escherichia coli O157:H7, tem sido tratada como
problema de saude publica. Atualmente, € uma das principais causas de diarreia
no mundo. Em 1996, cerca de 9 mil pessoas no Japao ficaram doentes e sete
morreram como resultado de uma infeccdo por Escherichia coli O157:H7. Na
maioria dos surtos estdo associados com carne malpassada e bebidas nao
pasteurizadas, por essa incidéncia os 6rgdos de saude dos Estados Unidos
incentivaram a pesquisa cientifica para o desenvolvimento de novos métodos de
deteccao da bactéria nos alimentos (KAPER et al., 2004; TORTORA et al., 2010;
ROSA et al., 2016).

2.5. Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

O sistema de analise por injecdo em fluxo é uma técnica alternativa, na
qual consiste em procedimentos analiticos automatizados. Tem como principio
a injecdo de uma solucédo de amostra no seu percurso analitico, que se dispersa
e entra em contato com uma solugéo transportadora podendo estar apta a sofrer
reacOes quimicas, e se separar ou se concentrar, resultando em um produto a
ser detectado (REIS et al., 1989; MOREIRA, 2014).

Apresenta como vantagens o baixo custo, a rapidez (tempo de 20 a 50 s)
a praticidade e versatilidade, alta frequéncia de amostragem, ja que permite
maior reprodutibilidade, menor risco de exposicdo do analista a substancias
toxicas, e pouco consumo de reagentes, contribuindo para a reducao na geracao
de residuos no meio ambiente. Além de ser munida a adaptacdes, em suas

estruturas, para controlar o volume, a vazdo de amostragem ou para adquirir
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diferentes tipos de deteccdo como condutométrica, espectrofotométrica,
potenciométrica, amperométrica, entre outras. (REIS et al., 1989; SANTOS, A.
C. V.; MASINI, J. C., 2010; DOS SANTOS et al.,, 2011; MOREIRA, 2014,
TOLEDO, MA et al., 2018; TOLEDO, Mbénica A, et al., 2019).

2.6. Atividade antibacteriana
O crescimento bacteriano apresenta resposta constante na Figura 4,
conforme retratado por Farah (2001):

» Fase lag: corresponde ao periodo inicial. Ndo ha aumento no nimero de
bactérias viaveis, mas uma adaptacao ao meio. Neste periodo as células
aumentam de tamanho e ficam prontas para a divisao.

» Fase Logaritmica ou Exponencial: corresponde ao periodo de
crescimento rapido e maximo no numero de bactérias viaveis.

» Fase Estacionaria: corresponde ao periodo onde o nimero de bactérias
vidveis permanece constante. Ha um equilibrio entre o ritmo de
reproducdo e o ritmo de morte por razbes como esgotamento de

nutrientes essenciais e acumulo de produtos metabdlicos toxicos.

estacionaria

Log do nimero de bactérias viaveis

Tempo (h)

Figura 4. Curva do crescimento bacteriano. Fonte: FARAH (2001).

» Fase de declinio ou desativagéo da bactéria: corresponde ao periodo em
gue o numero de bactérias viaveis decresce, onde ocorre mais mortes do
que producéo (FARAH, 2001).
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3. Metodologia
3.1. Material botanico

Realizou-se a coleta da Cyperus rotundus no inicio do més de novembro
de 2016, area situada as margens da Rua Getulio Dédio de Brito Qd. 23, Lt.19,
Residencial Vale dos Sonhos, Goiania - GO, com as coordenadas geograficas
correspondentes a latitude 6°35'54.1"S e longitude 49°12'15.1"W. A exsicata foi
armazenada no herbario do Campus Central - SEDE-CET, Anapolis da
Universidade Estadual de Goias (UEG).

Posteriormente, a planta passou pela fase de tratamento, na qual
constituiu-se na obtencdo da droga vegetal. Primeiramente lavou-se com
sanitizante para retirada da sujidade e de possiveis contaminantes. Realizou-se
a secagem sob condicbes normais, a temperatura ambiente, para que nao
houvesse a eliminacédo de substancias volateis, que durou 8 dias ao ar livre na
sombra. Apés a secagem, separou-se as folhas juntamente com as
inflorescéncias dos rizomas e tubérculos e procedeu-se a moagem das amostras
separadamente. A moagem foi realizada em um moinho de facas MARCONI

(modelo 680) com granulacéo de 40 meshs.

3.2. Preparacéo dos extratos vegetais

Exatamente 300 g da droga vegetal pulverizada das folhas e dos rizomas
foram submetidos ao processo de extragcdo por maceracdo com etanol 70 °GL,
sob agitacdo manual com renovacdo do solvente de 2 a 4 dias. Durante o
preparo, armazenou-se o0 extrato ao abrigo da luz e perante refrigeracéo, para
evitar a degradacdo por oxidacdo/hidrolise e contaminagdo microbiana.
Realizou-se cerca de 15 extracbes, para extrair o maximo de substancias
possiveis.

O filtrado obtido das extracfes passou-se pelo método de rotoevaporacao
no evaporador rotativo QUIMIS, modelos 34482 e Q344M2, temperatura de 40
°C, com objetivo de eliminar o etanol e para subsequente obtencéo do extrato
bruto etandlico (E.B.E.).
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3.3. Fracionamento das extracdes

Para a extracdo de variaveis metabdlitos secundéarios, optou-se pela
realizacdo do fracionamento do E.B.E.. Submeteu-se a particao liquido-liquido
com solventes organicos, 34,20 g de E.B.E das folhas e 35,46 g dos rizomas, no
qual a principio foi solubilizado em uma mistura de 7:3 metanol agua com o
auxilio de um banho ultra-sénico Unigue Clean, modelo Maxi Clean 750, para a
retirada de clorofilas. Em seguida, o extrato foi submetido ao fracionamento com
0os solventes descritos na Figura 5, separando-se a fase organica da fase

aguosa. Obtendo-se trés fracbes semi purificadas e uma residual (aquosa).

-I Fracao hexénical

Extrato bruto das N
-I- folhas I--I Fragdo CH2C|2|

Fracao de acetato x
-I- de etila H Fracao aquosa I

-I Fracao hexénical

I C. rotundus I—

Extrato bruto dosI__I Fragio CH,CI, I

rizomas
Fracdo de acetato x
-I- de etila H Fracdo aquosa I

Figura 5. Esquema da etapa de Fracionamento de particdo liquido- liquido do

extrato bruto etanolico de C.rotundus.

Em cada fracao foi adicionado o sulfato de sodio anidro para absorver o
restante de 4gua presente nas mesmas, e em seguida concentrou-se as fracdes

no evaporador rotativo na temperatura de 40 °C.

3.4. Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

O Sistema de Analise por Injecao em Fluxo (FIA), trata-se de um sistema
fechado que oferece condicbes adequadas para analises envolvendo
microorganismos, com o designio de evitar ou minimizar a contaminagao do

laboratério com os mesmos.
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Figura 6. Modulo de andlise do sistema em fluxo continuo. St = Reagente

solucéo transportadora (H2S040,2 mol/L?); Sa = solugdo de amostra; vi e v2

valvulas solenoides de trés vias; B = bomba peristaltica; c1 = caminho 1; c2

caminho 2; Cd = camara de separacdo por difusdo gasosa; Tl e T2

Temporizadores semi-automaticos; D = Espectrofotémetro; Des = descarte.

Conforme o mddulo de andlise do sistema em fluxo representado na
Figura 6, mantendo-se as valvulas vi1 e vz desligadas, a solucdo transportadora
flui pelo caminho c1, passando pela cadmara de separacédo Cd, detector (D), indo
para o descarte (Des). Para inserir a solu¢cdo de amostra liga-se a valvula (v1),
por um intervalo de tempo previamente definido e, em uma dada vazédo para
delimitar o volume da solucdo de amostra (sa) a ser inserido no percurso
analitico do sistema em fluxo. Apds a amostragem, desliga-se vi, voltando fluir a
solucéo transportadora que transporta a solucdo da amostra pelo canal ci,
passando pela cubeta no detector, onde é gerado um sinal de absorbancia em
funcdo da turbidez propiciada pela proliferacdo dos microrganismos nas
solugcbes, em seguida chega ao descarte. Na camara de difusdo ocorre a
separacdo e descarte do gas CO2. O descarte do CO:2 faz-se necessario, uma
vez que ao passar pela cubeta no espectrofotdmetro, gera instabilidade nas
leituras, devido alteracdo no meio reacional, propiciada pelo mesmo.

A valvula (v2), sO € ligada durante a troca de solugcdo de amostra, essa &
usada para desviar os residuos de solu¢cbes de amostras, pelo caminho c2 indo
direto para o descarte, sem passar pelo detector. Assim, vz € ligada juntamente
com v1 por certo intervalo de tempo apropriado, para efetuar a troca de solucao

de amostra corroborando para aumentar a frequéncia analitica. Em seguida,
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desliga-se vi1 e na sequéncia vz, voltando a fluir a solugéo transportadora por ci.
Nessa condi¢cdo pode-se iniciar um novo ciclo de amostragem.

Quanto aos temporizadores semiautomaticos, sdo dispositivos
construidos no laboratdrio, com escala de tempo variavel de 0,5 segundos a 5
minutos. Estes acessorios permitem ligar e desligar componentes eletrénicos,
em intervalo de tempo definido pelo analista. E constituido de uma chave que
uma vez acionada, liga o aparelho, que permanece ligado durante o intervalo de
tempo definido previamente, ao final deste periodo desliga-o automaticamente.
Para esse sistema em fluxo, os temporizadores foram construidos com o objetivo
de ligar e desligar as valvulas solenoides de trés vias vi e vz, requeridas para
realizacdo da andlise quimica. Para efetuar a amostragem, usa-se o0
temporizador t1 para ligar vi. Usando um intervalo de tempo constante, para
reproduzir com precisdo os volumes de solucos serem inseridos no percurso

analitico do referido sistema.

A valvula vz é ligada pelo temporizador t2, de forma semelhante a vi.
Entretanto o intervalo de tempo que v permanece ligada, deve ser maior que o
de vi, para garantir a troca de soluco de amostra e a limpeza do percurso
analitico de forma adequada. Assim ao desligar v1 e mantendo v, ligada por
maior intervalo de tempo, a solugéo transportadora continuara fluindo por cz,
descartando todo o residuo gerado durante a troca de solucdo de amostra.
Todas as condicbes de otimizacbes das analises foram definidas

experimentalmente.

Os estudos foram realizados inserindo-se 200 pL de solugéo de amostra,
que correspondia 5 s de amostragem, cuja vazao foi mantida em 2,4 mLmin-L,
No espectrofotometro UV-Vis, as leituras em absorbancia foram efetuadas

usando o comprimento de onda em 440 nm.

3.5. Meio de cultura

Utilizou-se o meio de cultura denominado de minimo para o crescimento
da bactéria Escherichia coli (ATCC 25922). Pesou-se 7 g de K2HPOg4; 3 g de
KH2POg4; 1 g de (NH4)2S04; 0,1 g de MgS04.7H20 e 0,5 g de citrato de sédio.

Solubilizou-se e dilui-se cerca de 800 mL de agua destilada, ajustou-se o pH
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para 7,2 com solucdo de KOH. Autoclavou-se (121°C por 15 minutos) e em

seguida resfriou-se a aproximadamente 70°C, quando entdo adicionou-se cerca

de 200 mL de solugéo previamente fervida contendo 20 g de glicose. Em resumo

esta composicao foi para preparar 1 litro de meio de cultura. Armazenou-se em

frasco estéril.

3.6. Preparacédo das solucdes das amostras das folhas, rizomas e de DMSO

Para a realizacdo de teste biolégico nas amostras do E.B.E e das fracdes

(amostras das folhas e dos rizomas), todas as solucbes das amostras foram

preparadas conforme descrito a sequir:

a)

Solucéo das amostras dos E.B.E., pesou-se 103 mg das amostras, que
se solubilizou em 4 mL de Dimetilsufoxido (DMSO), que foi aferida em um
baldo volumétrico de 50 mL, com &gua deionizada, resultando na
concentragdo em amostra de 2000 mgL1. Esse mesmo procedimento foi
usado na preparacao das solucdes das amostras das fragcoes.

Solucéo da fracédo hexanica, 2080 mgL* em amostras;

Solucéo da fracéo de diclorometano, 2080 mgL* em amostras;

Solucéo da fracédo de acetato de etila (AcOEt), 2000 mgLt em amostras;
Uma solucdo de DMSO 8%, foi preparada transferindo-se 4 mL de DMSO
(PA) para um baldo volumétrico de 50 mL e completando o volume com
agua deionizada.

A solucdo de DMSO 8% foi utilizada com o objetivo de avaliar se
esse solvente usado na solubilizacdo das amostras, na referida
concentracdo, poderia interferir no desenvolvimento da bactéria
Escherichia coli, usada na avaliacdo antibacteriana nas solugdes em

andalise.

3.7. Preparacao das solucdes de leitura para avaliacao biologica

Todas as solucdes de leitura foram preparadas usando aliquotas das

solugdes, conforme descrito no Tabela 1.
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Tabela 1. Procedimento usado na preparacdo das solucbes de leituras.
Avaliacao das solu¢des em branco, referéncia, DMSO e das amostras das folhas

e dos rizomas da planta Cyperus rotundus.

Aliquotas em (mL)
~ Meio E.B.E. Fracao Solucéo
Solucbes g Suspenséo A hexanica DMSO Volume
dae . ua | 2 DMSO .
de E.coli g 2000 mg Final
Cultura L 2080 mg.Lt | 8%
Branco 26,2 - 3,8 - - - 30
Referéncia 26,2 0,5 3,3 - - - 30
DMSO
26,2 0,5 0,38 - - 3,3 30
0,88%
E.B.E. 104
26,2 0,5 1,74 1,56 - - 30
mgL?
Fracao
hexanica
26,2 0,5 1,82 - 1,48 - 30
102,67
mg.L?t

As solucdes de leituras das demais amostras foram preparadas seguindo

0 mesmo procedimento descrito na tabela 1.

Descricdes das solucdes da Tabela 1:

- Solucdo em branco, constituida somente do meio de cultura, foi utilizada para
certificar que o meio de cultura usado nas andlises, encontrava-se isento de
contaminagao por possiveis microrganismos;

- Solucdo de DMSO 0,88 %, teve como objetivo verificar suas possiveis
interferéncias no desenvolvimento da bactéria Escherichia coli. A utilizacdo

dessas solucbes fez-se necessario, uma vez que as amostras foram
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solubilizadas com este solvente, resultando essa concentracdo nas solucdes de
leitura.
- Solucéo de referéncia, foi usada como meio de comparacéo referente ao
desenvolvimento da bactéria nas solugcbes das amostras em analise, para
verificar a presenca de substancias prejudiciais ou benéficas a mesma. Sendo
que, as prejudiciais poderiam inibir o crescimento populacional da Escherichia
coli, enquanto as benéficas poderiam favorecer a sua proliferacdo, podendo
apresentar um desenvolvimento semelhante ou até mesmo maior do que na
solucéo de referéncia.
- Quanto as solugbes de leituras das amostras da planta, teve como objetivo a
avaliacdo antibacteriana nas mesmas, fundamentado na inibicdo ou na
proliferacéo da bactéria, usada como teste.

Todas as solucdes foram preparadas em frascos estéreis distintos. Apos
a preparacao, estas solugbes foram submetidas a uma leitura inicial e em
seguida foram mantidas no banho termostatizado a 37 °C durante toda a duragéo
das analises, as leituras foram realizadas no espectrofotbmetro UV/VIS
BIOSPECTRO ® modelo Sp 220, comprimento de 440 nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extratos e fracdes de Cyperus rotundus

A droga vegetal obtida das folhas apresentou-se uma coloracao
esverdeada, jA a dos rizomas apresentou-se uma coloracdo acastanhada;
ambas com um odor aromatico caracteristico adocicado. Em seguida, esta
passou-se pelo processo de extracdo, no qual, consiste na retirada de um ou
mais constituintes de uma matéria prima natural, com o auxilio de solventes
liquidos (SIMOES, 2017).

Considerando os tipos de extracbes existentes, optou-se por uma
variacdo da operacdo de maceracédo, a remaceracao; na qual a matéria-prima é
extraida por um liquido extrator em um recipiente fechado, com a renovagéo do
solvente. O liquido extrator escolhido foi o alcool 70 °GL, para a maior extracao
de componentes, ja que apresenta afinidade com muitos compostos, além de
evitar o crescimento microbiano por ser um excelente conservante (SIMOES,
2017).
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O extrato foi mantido sob refrigeracéo e ao abrigo de luz, para evitar danos
por reacdes de oxidagdo e hidrolise; ocasionalmente, agitou-se o extrato
manualmente para o maior contato com a matriz vegetal. Para n&o haver a
saturacao do solvente, houve sua renovacao de 3 a 4 dias, sendo este filtrado e
posteriormente armazenado sob refrigeracéo (SIMOES, 2017). Apesar da massa
seca inicial ter sido alta cerca de 300 g, o rendimento foi consideravelmente
baixo, mas isso pode ser justificado pela perda durante o processo. O rendimento

do extrato e de cada uma das fracbes encontra-se descrito na tabela 2.

Tabela 2. Quantidade e rendimento dos extratos e fracdes da Cyperus rotundus

Peso (g) Rendimento (%)
Folhas

Extrato bruto etandlico 42,02 14,74
Fracdo hexanica 0,243

Fracao diclorometano 1,09 12,20
Fracdo Acetato de etila 2,84
Total 4,173

Rizomas
Extrato bruto etandlico 49,493 16,49

Fracdo hexanica 0,956

Fracao diclorometano 2,96 18,68
Frac&o Acetato de etila 2,71

Total 6,626
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Concentrou-se o filtrado por evaporacao sob vacuo e a temperatura mais
baixa, ja que os extratos mostraram-se sensiveis. Obteve-se um extrato bruto
etandlico (E.B.E.) semi-solido espesso. Para conseguir mais seletividade dos
compostos quimicos no ensaio biolégico, realizou-se a etapa de fracionamento
com a etapa de particio com os solventes de polaridade crescente (SIMOES,

2017). As amostras obtidas do fracionamento estédo representadas na Figura 7.

Figura 7. Amostras obtidas na etapa de fracionamento. Da esquerda para direita:
1° Fracao residual das folhas, 2° Fracdo de AcOEt das folhas 3° Fracao
diclorometano das folhas 4° Fracédo hexanica das folhas 5 © Fracdo hexanica dos
rizomas, 6° Fracdo de diclorometano dos rizomas 7° Fracdo de AcOEt dos

rizomas 8° Fracao residual dos rizomas.

4.2. Ensaio antibacteriano

Por apresentar caracteristicas conhecidas, de facil cultivo e de baixa
patogenicidade quando usada de forma segura, a bactéria Escherichia coli, foi
escolhida para ser inoculada juntamente com os extratos e fracfes da planta.
Pela recomendacéo da ATCC, a bactéria foi mantida em banho maria, em torno
de 37 ° C, que é a temperatura ideal para sua proliferacao.

Tanto o meio de cultura minimo e as concentra¢des foram escolhidas com
base nos resultados eficazes de trabalhos publicados. De acordo com CAMPOS

(2008), o pH do meio minimo deve ser ajustado para 7,2, pois corre 0 risco de
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interferir no crescimento da bactéria; além disse é estudado o fato do meio
minimo apresenta uma resposta de crescimento microbiano lento, o que justifica
o fato da Escherichia coli ter apresentado pico maior cerca de 24 horas apos a

inoculacao.

4.3. Sistema FIA

O monitoramento do crescimento bacteriano utilizando sistema de analise em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica € baseada na turbidez do meio. Esta
técnica estima de maneira indireta a concentracdo das células, monitorando a
dispersédo da luz, assim, quanto maior a concentracdo de bactérias no meio,

maior a quantidade de radiacéo eletromagnética (luz) desviada.

4.4. Testes de toxicidade
4.4.1. Ensaio com o Extrato Bruto das Folhas (EBEF) e dos rizomas (EBER)
No gréafico da Figura 8, pode-se observar que nas primeiras horas houve
um crescimento lento na solucéo de referéncia em comparacédo com as solucdes
das amostras do EBEF, acredita-se que seja em funcdo de uma possivel
adaptacdo das bactérias em relacdo ao meio de cultura, sendo que o0s
compostos quimicos do extrato bruto ndo interferiram no crescimento microbiano
em ambas concentracdes. Ja nos graficos da Figura 9 dos rizomas, a solucéo

do EBER, quando comparado com a referéncia, acompanhou o crescimento
durante a primeira hora, porém a concentracdo de 48 mgL™, inibiu o

microrganismo a partir das 2 horas.

—&—Branco —&— Referéncia
—8—EBEF 48 mg/mL —@=—EBEF 104 mg/mL
0,08 DMSO

g 0,06

o

3 0,04

0,02

c

S o0_

§ 5

< Tempo (horas)

Figura 8. Teste antibacteriano espectrofotométrico com o EBEF das folhas.
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—&— Branco —a— Referéncia —8—EBER 48 mg/mL-1
—8—EBER 104 mg/mL-1 DMSO

Absorbéancia (440 nm)

Tempo (horas)

Figura 9. Teste antibacteriano espectrofotométrico com o EBEF dos rizomas.

4.4.2. Ensaio antibacteriano com as fracdes hexanica e diclorometano dos

rizomas

As fragbes das folhas néo inibiram a proliferagdo do microrganismo,

conforme representado na Figura 10, a fracdo hexanica acompanhou o

crescimento da referéncia, ja4 a fracdo de diclorometano, apresentou maior

absorbancia, pode ter tido a interferéncia da coloragdo ser maior, pelos

resquicios de clorofila. Outro fator provavel € a presenca de nutrientes da planta

para a bactéria.

Absorbancia (u)

ranco SC eferéncia  » Hexano 105 mg/mL- iclor. v 5 mg/mL-
B DMSO A Referé H 108 1 Diclor. M. 10¢ L-1

0.3

0.2

0.1

0 a . A SR —

0 hrs 1hrs 3 hrs 4 hrs 5hrs 6 hrs 24 hrs

Tempo (horas)

Figura 10. Teste antibacteriano espectrofotométrico com as fracbes hexanica e

de diclorometano das folhas.
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Na Figura 11, as fracbes dos rizomas apresentaram atividade
semelhantes até as 6 horas apos a inoculacdo, entre 6 e 24 horas, houve um
leve decréscimo na absorbancia, porém ndo se pode confirmar se houve a

inibic&o.

4 Branco DMSO A Referéncia X Hexano 105 mg/mL-1 Diclor. M. 105 mg/mL-1

[4)]

0.2

0.15 /

0.1

Absorbancia (u)

0.05

= o
M. e ¢4

0 hrs 1 hrs 3 hrs 4 hrs S5hrs 6 hrs 24 hrs

Tempo (horas)

Figura 11. Teste biolégico espectrofotométrico comas fracdes hexéanica e de

diclorometano dos rizomas.

4.4.3. Ensaio antibacteriano com a fracdo de acetato de etila das folhas e
rizomas

A fracdo de acetato de etila dos rizomas foi a que mais apresentou
atividade antimicrobiana na concentracdo de 144 mg/mL*:. Percebe-se, na
Figura 12, que a partir das 5 horas, a bactéria comeca a crescer (Fase log), cerca
de 18 horas inicia-se o declinio, indicando que a Escherichia coli esta
desativando. Levanta-se a hipotese novamente, que as folhas fornecem

nutrientes para as bactérias pelo fato de nas 24 horas ainda esta proliferando.
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Absorbancia (u)

Tempo (horas)
Figura 12. Teste antibacteriano espectrofotométrico com as fracdes de acetato
de etila das folhas (AcOEt F) e dos rizomas (AcOEt R).

5. Consideragdes finais

No inicio deste trabalho de pesquisa, evidenciou-se a necessidade do
estudo de novos farmacos com potencial atividade antimicrobiana, devido ao
aumento da resisténcia bacteriana aos medicamentos de amplo espectro. Desta
forma, partiu-se do fato de que a Cyperus rotundus, possui grande capacidade
alelopatica e diversas atividades farmacol6gicas, como antioxidante e
principalmente antibacteriana. Assim, optou-se por analisa-la frente a
Escherichia coli utilizando o sistema de injecdo em fluxo com deteccao
espectrofotométrica.

O sistema de analise por injecdo em fluxo mostrou-se uma alternativa pratica

e eficaz para avaliacdo antibacteriana, oferecendo dados qualitativos e
guantitativos de forma simples, rapida, menos onerosa e eficaz. Tanto, o extrato
bruto e as fracdes dos rizomas da Cyperus rotundus apresentou-se potencial em
atividade antimicrobiana contra a E.coli, sendo que, a fracdo de acetato de etila
na concentracdo de 144 mg/mL* inibiu mais a bactéria. Quanto as folhas,
guando comparado com 0s rizomas nao apresentou atividade antibacteriana, o
gue levanta a hipétese de haver, nutrientes que proporcionam a proliferacéo da
bactéria.

Por conseguinte, historicamente a planta analisada tem um vasto
potencial farmacolégico, que merece ser alvo de novas pesquisas cientificas,

seja para a aplicacdo como matéria-prima no desenvolvimento de fitoterapicos,
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ou no auxilio na sintese de farmacos. Portanto, a pesquisa deve ser continuada
na busca de elucidacdo de compostos quimicos, e ha determinacao de proteinas

e vitaminas.
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