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Resumo: O sistema por injecdo em fluxo consiste na utilizacdo de aparelhagem simples para
automatizar a manipulacdo de solucdes, fornecendo resultados em até 50 segundos. As técnicas
empregando sistemas em fluxo podem propiciar grandes contribuicbes no monitoramento da
atividade bioldgica das plantas, em razdo da sua diversificacdo, tanto com relacdo as configuracdes
estruturais dos sistemas, como na automac¢do das andlises quimicas. Cyperus rotundus, conhecida
popularmente no Brasil como tiririca, é utilizada na medicina popular no tratamento de diversas
doencas devido ao potencial anti-inflamatério, anti-histaminico, antioxidante e antimicrobiano. Assim,
0 objetivo desse trabalho é o emprego do sistema em fluxo para avaliagdo da atividade
antimicrobiana do extrato bruto da folha de Cyperus rotundus, usando Escherichia coli inoculada em
meio de cultura e dopada com os extratos da referida amostra. Nos ensaios biol6gicos pode-se
confirmar o potencial antimicrobiano do extrato bruto em funcéo da turbidez do meio, e o sistema de
andlise por inje¢cdo em fluxo mostrou-se um método pratico e eficaz para avaliagdo da toxicidade,

oferecendo dados qualitativo e quantitativos de forma simples e rapida.

Palavras-chave: Atividade biolégica. Escherichia coli. Espectrofotdmetro.

Introducgéo

O sistema por injecao em fluxo consiste na utilizacdo de aparelhagem simples
para automatizar a manipulacdo de solugcdes. Neste sistema, uma ou mais solucdes
reagentes convergem para um ponto de confluéncia onde inicia a mistura das
mesmas, e 0 produto resultante é conduzido até o detector que fornece resultados
em até 50 segundos (JUNIOR, 2011). As técnicas empregando sistemas em fluxo
podem propiciar grandes contribuicbes no monitoramento de principio ativo de
plantas, visto que o interesse para estudar plantas medicinais vem aumentando em
diferentes partes do mundo. A vantagem de se utilizar o sistema em fluxo para

pesquisa de atividade biologica de plantas é em razdo da sua diversificacao, tanto
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com relacdo as configuracdes estruturais dos sistemas, como na automacdo das
analises quimicas (VIEIRA et al., 2006).

Cyperus rotundus é uma planta que esta ganhando destaque devido ao uso
de seus tubérculos na medicina popular para o tratamento de diarreia e disenterias,
problemas estomacais e renais, por apresentar potencial antimicrobiano, e como
diurético (ADENIYI; ADEONIPEKUN; OMOTAYO, 2014). Esta planta apresenta
capacidade de adaptar-se a diferentes tipos de solo, altitudes, temperaturas e pH do
meio, por conseguinte, ocorre em quase toda extensao territorial do Brasil
(SIVAPALAN, 2013). Popularmente é conhecida como tiririca ou junca-aromatica e
por possuir efeito alelopético, apresentar tubérculos que permanecem dormentes por
longo periodo, contribuindo para a persisténcia dessa espécie no solo, a mesma é
vista como uma planta daninha (SILVEIRA et al., 2010).

Contudo, a medicina popular ja vem demonstrando alguns beneficios desta
planta ao utiliza-la no tratamento de diversas doencas, devido ao potencial anti-
inflamatorio, sedativo, anti-histaminico, antimalérico, antiparasitario, antipirético,
antioxidante, antidiabético, antimicrobiano, anticonvulsivante, hipolipemiante e
dentre outros efeitos (AL-SNAFI, 2016; MANNARREDDY et al., 2017).

Esses efeitos farmacoldgicos apresentados por C. rotundus, é em razdo da
presenca dos metabdlitos secundérios alcaloides, antraquinonas, cumarinas,
esteroides e triterpenos, flavonoides, saponinas, taninos, resinas, amido,
glicosideos, monoterpenos, sesquiterpenos, sitosterol, terpenoides, 6leos essenciais
etc. (AL-SNAFI, 2016; SIVAPALAN, 2013).

Os metabdlitos encontrados nesta planta apresentam toxicidade para
patégenos microbianos, assim, C. rotundus pode influenciar no crescimento da
bactéria Escherichia coli e, por consequéncia na turbidez das solu¢ées. Portanto, o
objetivo deste trabalho é o emprego do sistema em fluxo para avaliacédo biolégica do
extrato bruto da amostra das folhas da Cyperus rotundus, usando a bactéria

Escherichia coli.

~ Material e Métodos

Construiu-se o Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo, tendo como detector

um espectrofotdmetro UV/Vis, as leituras foram realizadas no comprimento de onda
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de 440 nm. As amostras da planta Cyperus rotundus para a avaliagcdo bioldgica
foram coletadas na Rua Getulio Derio de Brito Qd.23 Lt.19 no Residencial Vale dos
Sonhos em Goiania- GO. As plantas foram coletadas com as raizes, que em seguida
foram separadas das folhas.

O pré-tratamento da amostra consistiu na lavagem com agua e solucao
sanitizante. As amostras foram trituradas, tendo assim a conversdo da amostra
bruta em laboratorial, que foi utilizada para os testes de prospeccéo para alcaloides,
antraquinonas, cumarinas, flavonoides, glicosideos cardioativos, saponinas, taninos
e terpenos, e para a extracdo. Fez-se vinte extracfes etandlicas, utilizando 300g da
amostra laboratorial da folha da planta e em média um litro de &lcool etilico,
deixando na geladeira em torno de 3 a 6 dias.

A partir do extrato obtido, iniciou-se a rotaevaporacdo do etanol, na
temperatura de 35° a 40°C, para a obtencdo do extrato bruto etandlico (EBE) seco,
no gqual obteve-se uma massa de 42,02 gramas e utilizou-se 10 gramas do extrato
para a avaliagdo do teste de toxicidade do extrato bruto. Preparou-se uma solucao
do EBE das folhas com dimetilsufoxido (DMSO). Pesou-se 103 mg do extrato e
solubilizou em 4 mL do DMSO, depois transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
mL, obtendo-se uma solugéo na concentracéo de 2 g.L"1 do extrato da amostra.

Para a avaliacédo da atividade biol6gica do EBE preparou-se duas solu¢cfes do
mesmo nas concentragdes de 48 mg/mL e 104 mg/mL. Para preparar a aliquota EBE
48 mg/mL, adicionou-se em um frasco de vidro esterilizado 0,6 mL da referida
solucéo recém-preparada, 24 mL do meio de cultura minimo e inoculou-se com 0,5
mL de suspensédo da bactéria Escherichia coli. Para a concentracdo de 104 mg/mL
utilizou-se 1,3 mL da solucdo do EBE, 23 mL do meio de cultura e 0,5 mL da
suspensao da bactéria. Na preparacdo do branco da amostra adicionou-se 25 mL
do meio de cultura e a solugcdo a ser usada como referéncia, foi preparada
misturando-se 24,5 mL do meio de cultura com 0,5 mL de suspensédo da bactéria E.
coli sendo essa o controle positivo. Colocou-se as aliquotas em banho-maria a 37°C
para favorecer o desenvolvimento da bactéria. As leituras para analisar a toxicidade
foi feita a cada 1 hora em um intervalo de 5 horas. Depois de 24 horas realizou-se

outra analise a cada 1 hora por 4 horas.
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Cyperus rotundus contém um fitocomplexo no qual pode apresentar atividade

sinérgica ou antagbnica. Assim, a atividade biol6gica pode ser positiva ou negativa,
por ter compostos que sirvam como nutrientes e compostos que tenham potencial
bactericida e/ou bacteriostatico. Os metabdlitos encontrados nos testes de
prospecgédo fitoquimica das folhas de C. rotundus, encontram-se em destaque na
Tabela 1.

Tabela 1- Prospeccao fitoquimica das folhas de Cyperus rotundus.

Metabdlitos Secundarios Resultados
Alcaloides +
Antraguinonas +
Cumarinas -
Flavonoides +

Glicosideos Cardioativos -

Saponinas +a

Taninos +

Terpenos +
2 [ndice: 142

Fonte: Préprio autor.

Existem poucos estudos fitoquimicos realizados com as folhas e partes
aéreas desta planta, pois o enfoque € maior nos rizomas, uma vez que esses Sao
utilizados na medicina popular. Singh N. e Singh M. (2017) realizaram analise
fitoquimica no extrato etandlico das folhas de C. rotundus e encontram alcaloides,
taninos, fendis, flavonoides e saponinas.

O monitoramento do crescimento bacteriano utilizando sistema em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica, baseia-se na turbidez do meio. Esta técnica estima de
maneira indireta a concentracdo celular ao avaliar a dispersao da luz provocado
pelas bactérias, pois quanto maior a concentracédo de bactérias no meio maior sera a
porcentagem de luz desviada. Uma das desvantagens deste meétodo é a

impossibilidade de distinguir entre células viaveis e células mortas (SANTIAGO et
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al., 2009). Os resultados obtidos encontram-se representados nas Figuras 1, 2, 3 e
4.

Figura 1- Atividade biologica do extrato bruto das folhas de C. rotundus (48 mg/mL),

frente a bactéria Escherichia coli.
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Figura 2- Atividade biolégica do extrato bruto das folhas de C. rotundus (104 mg/mL),
frente a bactéria Escherichia coli.
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Nos graficos das figuras 1 e 2, pode-se observar que nas primeiras horas
houve um crescimento lento na amostra referéncia em comparacao as amostras do
EBE, acredita-se que seja em funcédo de uma possivel adaptacdo das bactérias em
relacdo ao meio de cultura, sendo que os compostos quimicos do extrato bruto ndo
interferiram no crescimento microbiano. Decorrido 24 horas (Figuras 3 e 4)
percebe-se uma diminuicdo no crescimento bacteriano, nas solu¢cdes do EBE nas

duas concentracdes, uma vez que a quantidade de luz desviada foi menor em
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comparacdo a aliquota de referéncia. Os metabdlitos secundarios presentes nas

folhas da planta C. rotundus, como por exemplo taninos e saponinas apresentam
potencial antimicrobiano pelos seguintes mecanismos, formagao de complexos com
proteinas e polissacarideos, e complexagdo com esteroides aumentando a
permeabilidade da membrana celular, respectivamente, consequentemente ha

diminuicdo da concentracéo celular.

Figura 3- Atividade biologica do extrato bruto das folhas de C. rotundus (48 mg/mL),
decorrido 24 horas.
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Figura 4- Atividade biolégica do extrato bruto das folhas de C. rotundus (104 mg/mL),
decorrido 24 horas.
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Os resultados obtidos da avaliacdo da toxicidade do extrato bruto de C.

rotundus, estdo de acordo com os encontrados na literatura. Estudo realizado por
Elezabeth e Arumugam (2013), pelo método de disco de difusdo, mostrou que o
extrato etandlico das folhas C. rotundus, apresentou atividade antimicrobiana para E.
coli, com zona de inibicdo de 16 mm.

Consideracgodes Finais

A partir dos resultados obtidos nota-se um potencial antimicrobiano do extrato
bruto das folhas de C. rotundus. O sistema de analise por injecdo em fluxo
mostrou-se uma alternativa pratica e eficaz para avaliacdo da toxicidade, oferecendo
dados qualitativos e quantitativos de forma simples e rapida. Espera-se que nas
proximas atividades consiga a partir do fracionamento identificar a fracdo com maior
toxicidade, sua concentracdo, e separar 0S compostos presentes, empregando-se

meétodos cromatogréficos.
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