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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a classe de
metabdlitos secundarios responsavel pela atividade
antioxidante e antimicrobiana de extratos da casca de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Leguminosae-Mimosoidae), planta amplamente utilizada
medicinalmente pela populagéo. Foram obtidos extratos
da casca utilizando etanol 50%, etanol 70%, acetona:agua
(7:3, viv) e cloroférmio. A bioprospecgdo da atividade
antioxidante foi realizada por meio de cromatogr afia em
camada delgada revelada com 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) e a capacidade de sequiestro de radicais livres
utilizando DPPH foi quantificada por espectrofotometria.
A bioprospeccao da atividade antibacteriana foi realizada
por meio de difusdo em agar e bioautografia. A
cromatogr afia revelada com DPPH revelou atividade
antioxidante na regido onde foram identificadas as
manchas referentes aos derivados de taninos e o extrato
cloroférmico foi o que apresentou menor capacidade de
sequiestro de radicais livres. A atividade antimicrobiana
foi comprovada para os extratos polares pela formacao
de halos de inibicdo de crescimento bacteriano e a
bioautografia revelou atividade na regido onde foram
identificadas as manchas de derivados tanicos. Assim, foi
determinado que extratos da casca de S. adstringens
apresentaram atividades antioxidante e antimicrobiana
devido aos metabdlitos secundérios derivados da classe
detaninos, que sdo os principais constituintes desta droga
vegetal, de acordo com aliteratura.

Palavras-chave: Sryphnodendron adstringens; atividade
antioxidante; atividade antimicrobiana; taninos.

INTRODUCAO

Muitos processos bioquimicos geram substancias
gue sdo denominadas radicais livres como superdxidos (027)
e hidroxilas (HO-) e outras substancias com oxigénio como
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H,0, e O, (Yildirim et d., 2000; Guicin et d., 2002). Tais
substancias podem induzir danos oxidativos a biomol éculas,
entre elas, proteinase DNA (Lai & Piette, 1977; Wiseman &
Halliwell, 1996), o que acelera o envelhecimento, favorece o
aparecimento de céncer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Sun, 1990; Stadtman, 1992; Banerjee et
al., 2005). Flavondides, taninos e outras substancias fendlicas
séo constituintes de plantas com potencial atividade
antioxidante, principalmente, por atuarem como seqiestradores
de radicais de oxigénio (Quettier-Deleu et al., 2000).

Pesquisas com plantas também demonstraram sua
importancia como fonte de novos agentes antimicrobianos
(Amani et al., 1998; Salvat et al., 2001; Arias et al., 2004,
Zampini et al., 2005). A atividade antimicrobiana apresentada
por drogas vegetais pode ser em funcdo da presenca de
flavonodides, taninos, alcal6ides, saponinas e terpenos
(Scalbert, 1991; Harborne & Williams, 2000; Bylka et al.,
2004; Veluri et al., 2004; Kuete et a., 2006).

Sryphnodendron adstringens (Leguminosae-
Mimosoidae), conhecido popularmente como "barbatimao”,
€ uma arvore que se destaca pelo elevado teor de taninos de
sua casca (Lorenzi, 2000; Santos et al., 2002; Stasi et a.,
2002). Foram isoladas e elucidadas as estruturas do tanino
hidrolisavel &cido gédlico e dos taninos condensados
galocatequina, epigal ocatequina, 4'-O-metil-gal ocatequina,
epigal ocatequina-3-O-gal ato, epigal ocatequina-3-0O-(3",5"-
dimetil)-galato, epigal ocatequina-3-O-(3"-metoxi)-4"-
hidroxibenzoato, 4'-O-metil-gal ocatequina-(4o— 8)-4'-O-
metil-gal ocatequina, 4'-O-metil-robinetinidol-(4o— 8)-4'-O-
metil-gal ocatequina e 4'-O-metil-robinetinidol-(4o— 8)-4'-
O-metil-epigalocatequina (Mello et al., 1996a; Mello et a.,
1996b; Mello et al., 1999; Toledo, 2000). E uma planta nativa
dos cerrados do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, tendo sua
casca amplamente empregada na medicina caseira para tratar
diferentes males, como leucorréia, hemorragias e limpeza
de ferimentos devido ao seu alto teor tanino (Panizza, 1997;
Lorenzi, 2000; Lorenzi & Matos, 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana e determinar a capacidade antioxidante de
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extratos da cascade S adstringensbaseando-se na composi¢&o
fendlica da casca e pel os usos popul ares variados que apresenta.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

A casca seca e pulverizada de S. adstringens foi
adquirida comercia mente da empresa Sitio da Mata, Cassia
dos Coqueiros - SP, no primeiro semestre de 2005 (lote da droga
01SM). Os extratos foram obtidos por percolagéo utilizando
etanol 50% (EtOH 50), etanol 70% (EtOH 70), acetona.agua
(7:3; viv) (Ac:H,0O) e cloroférmio (CHCI,), sendo,
posteriormente, concentrados sob presséo reduzida em
evaporador rotatdrio e 0 excesso de &guaretirado por liofilizago.

Padronizacdo dos Extratos

A presenca de taninos nos extratos foi verificada
por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
desenvolvida em placas de silica gel 60 F,, utilizando
cloroférmio:metanol:n-propanol:agua (5:6:1:4; v/iv) como
fase movel e revelando com solucg&o de cloreto férrico 1%
em metanol (Wagner et al., 1984). A substanciatanica acido
gdlico (Vetec) foi utilizada como padrdo. Os extratos foram
padronizados de acordo com o teor de fendistotais. O teor
de fendis totais foi determinado segundo metodologia do
AOAC (1984) adaptada para extratos vegetais por Teixeira
et al. (1990). A 7,00 mL de agua foram adicionados 0,50 mL
do reagente de Folin-Denis e 0,50 mL de solucdo 0,1 ng/mL
de cada extrato, adicionando 1,00 mL de solugéo de Na,CO,
a 35% apds 3 minutos, e completando o volume para 10,00
mL. A leitura de absorvancia foi realizada ap6s 30 min, a
760 nm, em espectrofotdmetro. A porcentagem de fendis
totais nos extratos foi calculada com base na curva padréo
da soluggo de &cido ténico preparada segundo a metodologia
acima nas concentragdes de 2,0 a 8,0 png/mL.

Avaliacéo da Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi
determinada por cromatografia em camada delgada (CCD) e
a capacidade de sequiestro de radicais livres foi quantificada
por espectrofotometria. Na avaliag8o cromatogréfica, foram
aplicadas uma diquota do padréo rutina (Vetec) e do &cido
gdlico (Vetec) e umaaliquota dos extratos em placa de silica
gel 60 F,,, utilizando como fase movel cloroformio:metanol:n-
propanol:agua (5:6:1:4; viv) e, como revelador, solucéo de
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) a 0,2% em metanol
(Sanches, 2004). A quantificacdo da capacidade de sequiestro
de radicais livres foi realizada espectrofotometricamente
utilizando os padrdes &cido galico e ruting, além de vitamina
C, na concentracéo de 250 pg/mL em metanol. Os extratos
foram testados na concentrago de 250 pg/mL em metanol. A
1,00 mL destas solugBes de amostras foram adicionados 2,50
mL da solucéo de DPPH 0,004% em metanol. As solugBes
foram agitadas e mantidas no escuro por 30 minutos a

temperatura ambiente. A leitura foi feita a 517 nm, em
espectrofotdmetro. As solugdes utilizadas como branco
consistiram em 1,00 mL da solugdo metandlica de extratos e
2,50 mL de metanol. Como controle negativo foi utilizada
solucéo de 1,00 mL de metanol e 2,50 mL de solucdo de
DPPH. A atividade anti-radicalar foi calculada como a
porcentagem de descoloracéo do radical DPPH, segundo a
equacdo:  o,-Ad-Aa 150, onde: Aa = absorvanciada
amostra; Ad = abslsrvéncia da solugdo de DPPH (controle
negativo) (Falcdo et al., 2006). O teste foi realizado em
triplicata.

Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi redizada
pelo método de difusdo em agar. O método de bioautografia
foi utilizado como bioprospeccéo, de formaaindicar o grupo
de substancias com atividade antimicrobiana presentes nos
extratos da casca de S. adstringens. Os microrganismos
testados foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Saphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Escherichia coli
(ATCC 10536). O teste de difusdo em agar foi baseado na
NormaM2-A8 do NCCL S (2003). Uma suspenso bacteriana
preparada de acordo com a turvagdo da escala 0,5 de
McFarland (1,5.10fcélulas/mL) foi diluida 1:100 em meio agar
MUeller-Hinton em placas de Petri. Foram feitos orificios de
6,0 mm de didmetro no meio sdlido e, separadamente em cada
um, foram adicionados 50 uL de solug&o de extrato a 50 mg/
mL em DM SO:salina (1:1; v/v), 50 uL de DMSO:sdlina (1:1;
v/v) e 50 uL de solugdo de ampicilinaa 50 pg/mL. Apds duas
horasa 4 °C, as placas foram incubadas por 24 ha 37 °C. A
aividade foi avaliada pela zona de inibi¢do de crescimento
bacteriano ao redor dos orificios. Para a bioautografia foram
aplicados, separadamente, 5 pL de soluc&o dos extratos na
concentragdo de 50 mg/mL em placas de silicagel 60 F,,, as
quais foram eluidas com clorof ormio:metanol :n-propanol :4gua
(5:6:1:4; viv), sendo feitas uma placa para cada bactéria a ser
testada e outra para ser revelada com soluggo de cloreto férrico
1% em metanol. As suspensdes bacterianas gjustadas na escala
0,5 de McFarland foram diluidas 1:100 em meio &gar MUeller-
Hinton adicionado de soluc&o aquosa de cloreto de 2,3,5-
trifenil tetrazolio (TTC) 1%, sendo o meio vertido, em placa
de Petri, sobre os cromatogramas eluidos. Apés2h a4 °C, as
placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. A formag&o de halos
incolores ao redor da mancha das substéncias indicainibi¢éo
do crescimento bacteriano e, portanto, atividade antimicrobiana
da(s) substancia(s) presente(s) em determinado fator de
retencdo (Rf) que foram observados no cromatograma revelado
com solugdo de cloreto férrico 1% em metanol (Sartoratto et
al., 2004; Moulari et a., 2006).

RESULTADOS
A CCDC dos extratos EtOH 50, EtOH 70, Ac:H,O

e CHCI, da casca de S adstringens, revelada com cloreto
férrico 1% em metanol confirmou a presenca de substancias
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fendlicas derivadas da classe dos taninos pela apresentagéo
de coloragdo azul escuratal qual a substéncia utilizada como
padrado de taninos, acido galico (Wagner et al., 1984; Toledo,
2000). O é&cido gdlico apresentou uma mancha com Rf=0,42
e os extratos apresentaram uma mancha no ponto de aplicac&o
€ apenas 0s extratos polares apresentaram outra com Rf=0,39.
Por meio de determinacdo do teor de fendis totais foi obtido
elevado teor destas substancias nos extratos polares e baixo
teor no extrato apolar (Tabela 1).

Quando reveladas com DPPH, as amostras dos
extratos revelaram manchas amarelas, sobre um fundo violeta,
da mesma forma que os padrdes rutina e &cido galico
apresentaram. Todos 0s extratos apresentaram uma mancha
amarela no ponto de aplicagfo e os extratos polares apresentaram
outra mancha no Rf 0,39, referente & mancha de derivados de
taninos revelada anteriormente com cloreto férrico 1% em
metanol. A determinac&o da capacidade de sequiestro de radicais

livres indicou que os extratos polares tém potencial maior do
que o extrato obtido com cloroférmio (Figura 1).

Pelo método de difusdo em agar, foi observado que
os extratos obtidos com EtOH 50, EtOH 70 e Ac:H,O
apresentaram atividade antibacteriana e o extrato obtido com
CHCI, ndo apresentou atividade (Tabela 1). Pela
bioautografia, ndo houve inibi¢do de crescimento bacteriano
naregido de aplicacdo do extrato cloroférmico. Entretanto,
foi observado que os halos de inibi¢&o de crescimento de S.
aureus e S. epidermidis desenvolveram-se sobre o
cromatograma dos extratos polares na regido do ponto de
aplicacdo, regi@o em que na CCDC tinhasido evidenciada a
presenca de compostos fendlicos da classe dos taninos.
Embora tenha sido demonstrada atividade antimicrobiana
contra E. coli pelo método de difusdo em &gar, ndo foram
observados hal os de inibi¢do na bioautografia realizada com
0s extratos contra esta bactéria.

100 98;14

97,24 96,83

95 1 —

90 1 —

75 A

70

95,63 9546 9518

73,86

amostras

Figura 1. Atividade antioxidante: % de capacidade de seqliestro de radicais
livres e desvio-padrdo. 1) é&cido gélico; 2) ruting; 3) vitamina C; 4) extrato
EtOH 50; 5) extrato EtOH 70; 6) extrato Ac:H,0; 7) extrato CHCI,,.

Tabelal - Teor defendistotais e halo de inibigo de crescimento bacteriano dos extratos da

cascade S adstringens.

amostras  Teor de fendis totais” Halo de inibi¢do® (mm)
(%) S aureus S epidermidis E. cali
EtOH 50 75,09+3,50 13,515 14,5+0,7 13,5+0,7
EtOH 70 68,96+3,70 12,5+0,6 13,7¢15 14,3+0,6
Ac:H,O 72,89+1,00 13,7£1,5 12,0+£1,0 14,0+£1,0
CHCl3 1,82+0,50 0 0 0
ampicilina NR 15,0+0,8 14,7+0,6 15,0+0,6

a) médiatdesvio-padréo.
NR: ndo realizado.
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DISCUSSAO

O potencial de atividade antioxidante do extrato
foi determinado com base na atividade sobre o radical
DPPH em solucgdo, para revelagdo de cromatograma e
avaliacdo da capacidade sequestrante de radical livre dos
extratos de S. adstringens (Machado, 2005; Falcao et al.,
2006). O DPPH é um radical livre estavel, parao qual as
substancias antioxidantes transferem elétrons ou &omos
de hidrogénio, neutralizando seu caréter radicalar (Naik et
al., 2003). Esta reacdo proporciona mudanca de cor de
violeta para amarelo e a absorbancia da solugéo onde houve
areacdo, a517 nm, diminui (Banerjee et a., 2005). Pela
CCDC, foi possivel verificar que as substancias presentes
nos extratos apresentaram atividade antioxidante, ja que
uma mancha amarela, indicativa de inibi¢do de oxidacéo,
formou-se naregi&o do cromatograma onde se encontra(m)
a(s) substancia(s) responsavel(is) pela mesma, enquanto
gque no cromatograma, onde ndo existiam substéncias
antioxidantes, a coloragdo permaneceu violeta. Nos
resultados, foi observada coloragdo amarela para todos os
extratos, semelhante aos padrdes rutina e &cido galico, nas
regides de manchas correspondentes a substancias tanicas
no cromatograma revelado com cloreto férrico 1% em
metanol na CCDC. Destaforma, ao avaliar-se a capacidade
sequiestrante de radical livre dos extratos de S. adstringens,
observou-se que o extrato cloroférmico, que mostrou ter o
menor teor de fendis totais, apresentou menor capacidade
seqliestrante, mas que os extratos polares, que mostraram
ter elevado teor de fendis totais, apresentaram também
elevada capacidade antioxidante (Tadhani et al., 2007).

Foi demonstrado, pelo método de difusdo em
agar, que os extratos polares apresentaram atividade
contraas bactérias testadas. A bioautografia consiste em
avaliar quais substancias ou classe de substéncias sdo
ativas sobre determinado microrganismo por meio de
uma separacdo cromatogréfica realizada anteriormente
aincubacgdo da placa com 0 meio de cultura inoculado
(Hamburger & Cordell, 1987; Sartoratto et al., 2004).
Pela bioautografia, foi possivel verificar quais as
substancias presentes nos extratos polares apresentaram
atividade antimicrobiana.

Alguns estudos (Einbond et al., 2004; Banerjee
et al., 2005; Choi et al., 2006) relatam que muitas
atividades bioldgicas, assim como a antioxidante e
antimicrobiana, sdo devidas ao teor de fendistotais, como
taninos e flavondides.

As atividades antioxidante e antimicrobiana
apresentadas pelos extratos polares no presente estudo
parecem ser devidas a constituicéo e teor de compostos
fendlicos da classe dos taninos presentes na casca de S.
adstringens. A identificagdo dos mesmos poderia ser
orientada a partir de resultados prospectivos de
atividades biol 6gicas e permitiria o estudo de substancias
com atividades terapéuticas ou mesmo tdxicas
previamente determinadas.

AGRADECIMENTOS

Ao auxilio técnico de Luis Eduardo dos Santos. Ao
suporte financeiro CAPES e PADC - UNESP.

ABSTRACT

Bioprospection of antioxidant and antimicrobial activities
in the bark of Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville (Leguminosae-Mimosoidae)

The aim of this work was to evaluate the class of
secondary metabolitesresponsiblefor the antioxidant
and antimicrobial activities of bark extracts of
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Leguminosae-Mimosoidae), a plant widely used in
folk medicine in Brazil. Extracts of the bark were
prepared with 50% ethanol, 70% ethanol,
acetone:water (7:3, v/v) and chloroform. Antioxidant
activity was prospected by spraying thin-layer
chromatographs of the extracts with 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH) and measuring the DPPH
radical scavenging capacity by spectrophotometry.
Antibacterial activity was revealed by the agar
diffusion method and bioautography. TLC spots
assigned to tannins in the polar extracts showed
antioxidant activity by DPPH radical scavenging and
the chloroform extract showed the least scavenging
activity. Antimicrobial activity was indicated by the
bacterial growth inhibition haloes around polar
extracts and bioautography showed activity in the
TLC spotsassigned to tannins. It was concluded that
polar extracts of the bark of S. adstringens possessed
antioxidant and antimicrobial activities which were
due to secondary metabolite derived from the tannin
class, which are the main constituent of these bark
extracts, according to the literature.

Keywords: Sryphnodendron adstringens; antioxidant
activity; antimicrobial activity; tannins.
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