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Resumo: A Cyperus rotundus, conhecida popularmente no Brasil como Tiririca ou Junca aromatica 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, seus
rizomas vém apresentando diversas atividades farmacol6gicas como: adstringente, diaforético,
diurético, aromatico, emenagogo, sedativo, vermifugo, ténico e antibacteriano. O objetivo deste

trabalho é empregar o sistema de injecdo em fluxo continuo, para analisar o extrato bruto etandlico
dos rizomas da planta, inoculado com a Escherichia coli, através da deteccdo espectrofotométrica e

condutométrica. Para isso, a amostra dos rizomas da planta passou por uma fase de tratamento,
sendo esta submetida a maceracdo com o etanol, e posteriormente a pressao reduzida, conduzindo
ao extrato bruto etandlico (E.B.E). Os testes biolégicos foram realizados no sistema em fluxo, com 4
amostras em duplicata, sendo elas : o branco, a referéncia, o E.B.E com o in6culo na concentracéo
de 48 mg/mL-1 e de 104 mg/mL1. As leituras foram feitas em intervalo de 60 minutos durante 5 horas.
Os resultados demonstraram que o extrato da planta possui uma leve acéo antimicrobiana sobre o
inoculo, sendo a produgdo de metabdlitos secundarios como os taninos, flavonodides, terpenos e
antraquinonas, 0s principais responsaveis por conferir-lhe propriedades alelopaticas, garantindo

assim, sua sobrevivéncia.
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Introducéo

O Brasil € um dos paises com maior diversidade genética vegetal do mundo,
constituindo-se uma grande base de importagdo de matérias-primas vegetais,
estimando-se cerca de 55.000 espécies catalogadas, que podem apresentar
potenciais para a area medicinal, na formulacdo de um fitoterpico (SIMOES, C. M.

0., et al, 2002). A familia Cyperaceae Juss. € composta por mais de 5.000 espécies
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distribuidas em 104 géneros. No Brasil ocorrem entre 600 e 700 espécies da familia,
distribuidas em aproximadamente 44 géneros. Entre elas encontra-se a espécie
Cyperus rotundus L. (TREVISAN, Rafael, 2008).

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).Com cerca de 20-40 cm de altura é composta por
inflorescéncias, folhas basais de coloragdao verde-brilhante e inervacao
paralelinérvea, caule de haste triangular e caule subterraneo (rizoma) com raizes
gue terminam em tubérculos ovalados e negros (ARANTES, 2005).

Conhecida pela sua sobrevivéncia e persisténcia nas lavouras de cana-de-
acucar e algodao, é uma planta daninha de ciclo fotossintético C4, que possui uma
maior eficiéncia na absor¢cdo de CO:2 atmosférico (AZANIA, C.A.M 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 diferengcas na
composi¢do quimica dos seus 6leos essenciais. Microscopicamente, observou-se a
presenca de idioblastos de 6leo- resinosos e de amido nos tubérculos (SANTOS,
2014).

E utilizada na alimentacdo animal, na confeccdo de utensilios, na indUstria
téxtil e de uso medicinal (SANTOS, 2014). Os estudos fitoquimicos da C. rotundus
revelou a presenca de flavondides, taninos, glicosideos, furocromonas,
monoterpenos, sitosterol, alcal6ides, saponinas, terpendides, amido, 6leos
essenciais, carboidratos, proteinas, aminoacidos separados e outros metabdlitos
secundarios (AL-SNAFI, 2016).

Estes metabdlitos presentes na planta podem influenciar nas suas atividades
farmacolégicas conhecidas popularmente como: anti-inflamatoria, antidiabética,
antipirética, analgésica, anti-dismenorréia, repelente, entre outros (SINGH, N. et al.,
2012). Os rizomas s&o considerados adstringentes, diaforéticos, diuréticos,
aromaticos, emenagogos, sedativos, vermifugos, tbnicos e antibacterianos (AL-
SNAFI, 2016).
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Hodiernamente, o uso indiscriminado de antimicrobianos sofre acréscimos,
segundo WANNMACHER L., 2004 calcula-se que 2/3 dos antimicrobianos, s&o
utilizados sem prescricdo médica e que de 25 mil toneladas, 50% € usado em
animais e na agricultura, e o restante destina-se a antibioticoterapia. Devido ao
aumento da resisténcia dos microrganismos aos farmacos, vem se desenvolvendo
novos meétodos para analisar a toxicidade de compostos quimicos, entre eles
encontra-se o sistema por injegao em fluxo.

O sistema de injecéo em fluxo é uma técnica analitica na qual uma amostra é
introduzida em uma solucéo transportadora que a leva em direcdo a um detector,
sendo que durante o percurso pode passar por etapas de separagdo, concentracao
ou estar apta a reacdes quimicas (B.F. Reis, et al , 1989). E uma técnica inovadora,
menos onerosa, rapida e prética para andlise de constituintes quimicos, sendo
munido a adaptacdes, em suas estruturas, para deixa-lo automatizado ou para
adquirir outros tipos de deteccao.

Estudos realizados por meio da técnica de disco difusdo demonstraram que,
0os 6leos essenciais da planta apresentam, atividade contra a Escherichia coli, e
contra bactérias gram-positivas (AL-SNAFI, 2016). A Escherichia coli, uma bactéria
gram-negativa, com morfologia de bastonetes e anaerobica facultativa, utilizada em
experimentos em laboratorios, faz parte da microbiota do trato intestinal,
contribuindo para a producdo de certas vitaminas e participando da digestdo de
alimentos. Sendo assim, sua presenca na agua e nos alimentos € indicativo de
contaminacdo fecal. Entretanto, esta bactéria, possui algumas linhagens
patogénicas que causam infec¢des urinarias (cistite), e produzem toxinas que
podem causar gastrenterite, mais comumente conhecida como diarréia dos viajantes
(TORTORA G.J et al, 2010).

Torna-se entdo imprescindivel a andlise das propriedades biol6gicas da
C. rotundus contra estes microrganismos, para isso, foi empregado os testes de
toxicidade em um sistema em fluxo continuo, onde serdo usados dois métodos de

deteccgdo: o condutomeétrico e o espectrofotométrico.
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Material e Métodos

Na primeira parte do projeto, realizou-se a coleta da Cyperus rotundus na Rua
Getulio Dédio de Brito Qd. 23, Lt.19. Residencial Vale dos Sonhos, Goiania - GO. ,
em seguida esta passou-se pela fase de pré-tratamento que consistiu na : lavagem,

secagem, separacdo dos constituintes da planta e moagem, obtendo-se assim, a
droga vegetal. Com a amostra da planta medicinal fez-se testes qualitativos
fitoquimicos de modo a identificar as seguintes classes de metabdlitos secundarios:
antraquinonas, alcaloides, compostos fendlicos, cumarinas, flavonoides, esteroides,
saponinas, taninos, e glicosideos cardioativos.

Posteriormente, a fim de se obter o extrato bruto etandlico, realizou-se a
extracdo pelo método de maceracdo com o solvente etanol, o extrato foi refrigerado
e ao abrigo da luz, onde houve a renovacéo do solvente de 2 a 5 dias. Em seguida,
concentrou-se 0 extrato, utilizando-se um rotaevaporador, numa faixa de
temperatura de 35 °C a 40 °C. A filtracdo e evaporacdo do solvente a pressao
reduzida, conduziu ao extrato bruto etandlico (E.B.E.).

O sistema de injecdo em fluxo empregado no monitoramento de toxicidade,
usando a bactéria E.coli, foi implementado com detec¢cdo condutométrica e
espectrofotométrica. Com a aplicacdo da condutimetria direta, tornou-se possivel
avaliar a possivel toxicidade dos compostos quimicos naturais frente o
microrganismo. Utilizou-se a agua deionizada como solucdo transportadora das
substancias pelo o percurso andlitico do sistema até a sua chegada nos detectores.
Usou-se o espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 440 nm, para
identificar a turbidez propiciada pela proliferacdo das bactérias em condicdes
favoraveis.

Para o teste biolégico com o E.B.E, preparou-se quatro amostras, a branca, a
referéncia, o E.B.E com o inoculo na concentracdo de 48 mg/mL e de 104 mg/mL.
Primeiramente, dos 49,493 g obtidos do E.B.E, pesou-se 103 mg e diluiu-se em 4
mL de dimetilsufoxido (DMSO), em seguida preparou-se uma solucdo de 50 mL,
com concentracdo de 2 g.Lt. Para preparar a aliquota E.B.E. 48 mg/mL*, adicionou-

se em um frasco de vidro esterilizado 0,6 mL da referida solugéo recém-preparada,
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24 mL do meio de cultura minimo e inoculou-se com 0,5 mL de suspensdo da
bactéria Escherichia coli. Para a concentragdo de 104 mg/mL* utilizou-se 1,3 mL da
solucéo do E.B.E, 23 mL do meio de cultura e 0,5 mL da suspenséo da bactéria. Na
preparacdo do branco da amostra, adicionou-se 25 mL do meio de cultura e a
solucéo a ser usada como referéncia, foi preparada misturando-se 24,5 mL do meio
de cultura com 0,5 mL de suspensdo 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. Em seguida leu-se as amostras no sistema de injecao
em fluxo, usando-se um espectrofotémetro UV/VIS no comprimento de onda de 440
nm e um condutivimetro. As leituras foram realizadas em intervalos de 60 minutos

durante 5 horas, a partir do momento que fora feita a inoculagao.

Resultados e Discussao

Com os testes fitoquimicos, foram confirmados a presenca de diversos
metabdlitos secundéarios de interesse tais como: taninos, flavondides, alcaldides,
saponinas, terpenos, e antraquinonas. Estes compostos contribuem diretamente
para a sobrevivéncia da Cyperus rotundus, auxiliando-a no processo de defesa
contra outros organismos, na alelopatia, usada na protecao contra raios ultravioletas,
na atracdo de polinizadores ou até mesmo na capacidade de seus tubérculos de
ficarem dormentes por longos periodos, e ainda serem 0s maiores responsaveis
pela disperséao da planta (JAKELAITIS A. et al, 2003).
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Figuras 1- Reacdo com cloreto de aluminio sob luz ultravioleta, confirmando a presenca de
flavonodides pelo aparecimento de fluorescéncia. Figura 2 - Reacao de Stiasny positiva, demonstrando
a formacao de taninos condensados- flobafenos (precipitado vermelho) apés 30 minutos de refluxo

com formol e HCI concentrado. Fonte : foto tirada pelo préprio autor, 2018.

Pela andlises dos graficos das Figuras 3 e 4, é perceptivel comparando-se a
referéncia com o extrato dos rizomas, que houve uma leve inibicdo no crescimento
do inéculo, principalmente na concentracdo de 48 mgmL™t. Assim, por conseguinte o
egquipamento mostrou-se uma alternativa eficaz para a deteccao da bactéria. Com o
crescimento do microrganismo, ele fermenta-se a glicose presente no meio de
cultura, produzindo COz2, este gas em contato com a agua deionizada produziu-se o
acido carbénico:

CO2 + H20 < H2CO3

No sistema, devido a presenca de uma membrana de Teflon, a qual o &cido
carbbnico ao alcanca-la, se dissocia, deste modo os ions H* sdo detectados pelo
condutivimetro. J& o espectrofotdbmetro mediu-se a turbidez propiciada pelo
microrganismo, ou seja, quanto mais bactérias presentes no meio mais turva fica a

solucéo e portanto, maior a absorbancia.

Figura 3 - Grafico do teste bioldgico com o detector espectrofotométrico realizado com o extrato bruto,

na concentragdo de 104 mg/mL*!
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Figura 4 - Grafico do teste biolégico com detector espectrofotométrico realizado com o extrato bruto,

na concentracao de 48 mg/mL-1.
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Conforme a figura 5, a proliferacdo dos microrganismos nao foi o suficiente
para gerar um sinal consideravel no condutivimetro, a pequena variagédo ocorrida, é
provavelmente causada pela troca da &gua deionizada ou pela mudanca da
temperatura ambiente, sendo que alto valor inicial pode corresponder ao tempo de

estabilizacdo do aparelho.

Figura 5 - Gréfico do teste biolégico com o condutivimetro realizado com o extrato bruto, na
concentragao de 104 mg/mL* .
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Consideracfes Finais

O sistema de injecdo em fluxo continuo, foi eficiente na monitoracdo da

proliferacdo da bactéria e na leve inibicdo destas pelo o extrato bruto etandlico dos
rizomas da Cyperus rotundus. Dando seguimento ao projeto, pretende-se realizar 0os
testes bioldgicos nas fracdes semi-purificadas de hexano, diclorometano e de
acetato de etila inoculada com a E. coli. Com a confirmacdo da presenca de
metabdlitos secundarios, como os taninos, os flavonoides, alcal6ides, antraquinonas,
e terpenos é possivel atribuir aos rizomas da Cyperus rotundus, uma iminente
atividade antimicrobiana e que, a planta tem um vasto potencial farmacolégico, que
merece ser alvo de novas pesquisas cientificas, seja para a aplicacdo como matéria-
prima, no desenvolvimento de um fitoterapico , ou no auxilio para a sintese de novos

farmacos.
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