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RESUMO 

Devido ao crescimento de patógenos resistentes aos fármacos atuais, a 

pesquisa por novos antimicrobianos tem sido incentivada, principalmente 

através das plantas medicinais. A espécie vegetal Protium spruceanum 

(Benth.) Engler, conhecida como breu, é utilizada popularmente como anti-

inflamatório e expectorante, porém, há necessidade de expandir estudos sobre 

essa espécie. Dessa forma, os objetivos desse estudo foram a avaliação da 

atividade antimicrobiana e o estudo fiquímico dos extratos etanólicos brutos 

(EEBs) e frações de folhas e galhos de P. spruceanum. Através dos métodos 

de difusão em poço e microdiluição, observou-se a atividade antimicrobiana 

dos EEBs contra 20 micro-organismos. O EEB de folhas apresentou maior 

atividade antimicrobiana total (AAT) que o EEB de galhos. As frações mais 

ativas foram as acetatoetilênicas e hidrometanólicas que apresentam ação 

sinérgica entre si. Através do estudo fitoquímico, observou-se que a AAT dos 

EEBs e frações pode ser corelacionada majoritariamente ao teor de taninos 

totais, porém, propõe-se uma ação sinérgica com outros compostos, como 

flavonóides. Os constituintes voláteis majoritários foram identificados utilizando 

CG/EM, dentre eles ácidos graxos, fenólicos e terpenoides, como amirinas. A 

avaliação da mistura de α- e β-amirina mostrou que esta não apresenta forte 

atividade antimicrobiana e também não está relacionada ao sinergismo entre 

as frações. Através de CLUE/DAD/EM-EM também foi possível identificar 

flavonoides glicosilados (quercetina-3-O-ramnosídeo, quercetina-3-O-

glicuronídeo e campeferol-3-O-ramnosídeo) e taninos (catequina e 

procianidina). Os resultados in silico gerados pela ferramenta PASSonline 

indicaram potencial efeito antibacteriano principalmente para os constituintes 

majoritários das frações AcOEt e HMeOH. Também foram indicados como 

principais mecanismos de ação: aumento da permebilidade da membrana 

celular, inibição da bissíntese da parede bacteriana (enzimas peptideoglicano 

glicosiltransferase e CDP-glicerol glicerofosfotransferase) e inibição do 

metabolismo (enzimas 2-deidropantoato 2-redutase e piruvato cinase). Esses 

mecanismos de ação são diferentes dos antibióticos recentes e são 

considerados alvos para novos fármacos.  

Palavras-chave: Protium spruceanum, atividade antimicrobiana, PASSonline. 
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ABSTRACT  
 

Due to the growing of resistant pathogens to the actual drugs, the research for 

new antibiotics has been encouraged, mainly through the medicinal plants. The 

vegetal specie Protium spruceanum (Benth.) Engler, known as almécega-de 

casca-lisa or breu, is used by the population like anti-inflammatory and 

expectorant, however, it is necessary to expand studies about this specie. 

Therefore, the aims of this work were the evaluation of antimicrobial activity and 

the phytochemical study of the crude ethanolic extracts (EEBs) and fractions of 

leaves and branches of P. spruceanum. Using the well diffusion and 

microdilution methods, it was observed the antimicrobial activity of the EEBs 

against 20 micro-organisms. The EEB of leaves showed greater total 

antimicrobial activity (AAT) than the EEB of branches. The fractions more active 

were AcOEt and HMeOH that have synergic action with each other. Through 

the phytochemical studies, it was observed that the AAT of extracts and 

fractions can be mainly correlated to tannin concentration, but it was proposed a 

synergism with others compounds. The majority volatile constituents were 

identified using CG/EM, including fatty acids, phenolics and terpenoids, as 

amyrin. The evaluation of α- and β-amyrin showed weak antimicrobial activity 

and these compounds are not correlated to synergism between the fractions. 

The Through CLUE/DAD/EM-EM also was identified 3 flavonoids (quercetin-3-

O-rhamnoside, quercetin-3-O-glucuronide and kaempeferol-3-O-rhamnoside) 

and 2 tannins (catechin and procyanidin). The in silico results, obtained by 

PASSonline tool, showed potential antibacterial effect mainly to the majority 

constituents of AcOEt and HMeOH fractions. It also was indicated the possible 

main action mechanisms: increase of the membrane permeability, inhibition of 

wall bacterial biosynthesis (enzymes peptidoglycan glycosyltransferase and 

CDP-glycerol glycerophosphotransferase) and inhibition of metabolism 

(enzymes 2-dehydropantoate 2-reductase and pyruvate kinase). These action 

mechanisms are different of the actual antibiotic and are considered target to 

new drugs. 

 

Keywords:  Protium spruceanum, antimicrobial activity, PASSonline. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Atividade antimicrobiana de plantas 

  

 As plantas de uso medicinal, utilizadas há milhares de anos pela 

população, são uma importante fonte de novos fármacos, devido à sua ampla 

diversidade química.  Aproximadamente 121 dos compostos ativos utilizados 

na terapêutica são de origem vegetal, representando 25% dos medicamentos 

prescritos no mundo. Dentre os 252 medicamentos considerados como 

essenciais pela Organização Mundial de Saúde (OMS), 11% são 

exclusivamente provenientes de plantas, além de um número significante de 

fármacos sintéticos derivados de precursores naturais (RATES, 2001).  

 Um dos fatores que estimulam a pesquisa de novos medicamentos 

através das plantas é o aumento de micro-organismos patogênicos resistentes 

aos fármacos atualmente utilizados. Tal fato causa preocupação, pois dificulta 

o tratamento de doenças infecciosas, resultando em elevada morbidade e 

mortalidade (SANTOS et al., 2007).  

 Os problemas causados pelo aumento de micro-organismos resistentes 

estão sendo relatados por numerosas publicações. Porém, o número de novos 

antimicrobianos que entram no mercado tem mostrado um declínio ao longo 

das últimas décadas (MOELLERING JR, 2011).  

 75% dos compostos antimicrobianos aprovados nas últimas três 

décadas são de origem natural e visando a descoberta de novos fármacos 

destacam-se as plantas de uso medicinal (TOMÁS-MENOR, et al., 2015).     

 Outra vantagem da fitoterapia é o sinergismo entre os componentes 

bioativos. A diversidade estrutural dos compostos contribui para a diferença de 

mecanismos de ação, e isso pode ser uma estratégia para alcançar máxima 

resposta farmacológica. A ação sinérgica é bastante relevante para a terapia 

antimicrobiana, podendo reduzir a resistência dos micro-organismos (TOMÁS-

MENOR, et al., 2015). 

 Vários estudos têm determinado a atividade antimicrobiana de extratos 

vegetais, óleos essenciais e compostos isolados, como alcaloides, flavonoides, 
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sesquiterpenos, lactonas, diterpenos, triterpenos, dentre outros (RIOS & 

RECIO, 2005).  

Os compostos das plantas de uso medicinal possuem potenciais 

mecanismos de ação antimicrobiana como: inibição da síntese da parede 

celular ou de proteínas e interferência com metabolismos intermediários de 

síntese de DNA (RADULOVIC et al., 2013). 

A atividade antimicrobiana de produtos naturais pode ser avaliada 

através de diversos métodos como difusão em ágar, macrodiluição e 

microdiluição, para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

Devido às variações relacionadas a essa determinação, como por exemplo, 

técnica aplicada, micro-organismos e cepas utilizadas, origem da planta, época 

de coleta e preparação dos extratos, não existe padronização de um método 

para a avaliação da atividade de extratos vegetais (OSTROSKY et al., 2008). 

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 

atualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), é responsável 

pela padronização dos testes de avaliação antimicrobiana desenvolvidos para 

analisar agentes antimicrobianos convencionais. Os extratos, assim como os 

óleos vegetais, possuem propriedades químicas, como solubilidade, que não 

possibilitam que a metodologia proposta pelo NCCLS seja seguida 

integralmente, exigindo modificações (NASCIMENTO et al., 2007). 

A triagem da atividade antimicrobiana de plantas de uso medicinal é 

geralmente realizada através do método de difusão em ágar, que é simples e 

de baixo custo. Porém, estudos comparativos entre metodologias para 

determinação da CIM indicaram que esse método que pode gerar resultados 

falsos negativos, devido a fatores que interferem na difusão dos compostos no 

meio de cultura. Dessa forma, permite apenas uma triagem da atividade de 

produtos naturais, direcionando a análises para determinação da CIM 

(SCORZONI et al., 2007; KLANČNIK et al., 2010). 

O método mais indicado para determinação da CIM é a microdiluição em 

meio de cultura líquido. Essa técnica possui maior sensibilidade, 

reprodutibilidade,  requer pequena quantidade de amostra e pode ser usada 

para um grande número de amostras (OSTROSKY et al., 2008; SCORZONI et 

al., 2007; KLANČNIK et al., 2010).  
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 Apesar das diversas pesquisas que já foram realizadas envolvendo 

atividade antimicrobiana de plantas de uso medicinal ainda são necessários 

mais estudos incluindo toxicidade, mecanismos de ação, efeitos in vivo, 

interações com antibióticos padrões, padronização das técnicas de extração e 

avaliação da atividade, dentre outros (RIOS & RECIO, 2005).   

 Além disso, existem várias espécies que ainda não foram estudas. No 

Brasil, por exemplo, das mais de 350.000 espécies já identificadas, apenas 

100.000 já tiveram comprovação científica de sua atividade terapêutica. 

Também se deve ressaltar a importância dos estudos sobre a atividade 

antimicrobiana em um país de grande biodiversidade como o Brasil, já que tais 

pesquisas podem ser utilizadas para o primeiro screening na descoberta da 

atividade farmacológica (OSTROSKY et al., 2008; REZENDE & COCCO, 

2002). 

 

1.2. Análises fitoquímicas 

   

 A pesquisa com plantas de uso medicinal para descoberta de novos 

medicamentos envolve integração de várias áreas como etnobotânica, 

isolamento, purificação e caracterização de princípios ativos (química orgânica: 

fitoquímica); investigação farmacológica de extratos e dos constituintes 

químicos isolados (farmacologia); transformações químicas de princípios ativos 

(química orgânica sintética); estudo da relação estrutura/atividade e dos 

mecanismos de ação dos princípios ativos (química medicinal e farmacologia) e 

finalmente a operação de formulações para a produção de fitoterápicos 

(MACIEL et al., 2002). Dessa forma, as análises fitoquímicas representam 

parte importante da pesquisa com plantas de uso medicinal, visando 

caracterizar os constituintes ativos.  

A atividade terapêutica das plantas pode ser atribuída aos metabólitos 

secundários, que são substâncias produzidas pelo metabolismo vegetal que 

não estão envolvidas na manutenção fundamental e no desenvolvimento das 

plantas, mas são responsáveis pela sobrevivência e competição no ambiente 

(DIXON, 2001).  
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 As principais rotas de biossíntese de metabólitos secundários derivam 

do metabolismo primário do carbono e estes podem ser classificados em três 

classes: terpenos, compostos fenólicos (flavonoides, cumarinas, lignanas e 

taninos) e alcaloides (Figura 1). Essas classes representam compostos de 

ampla diversidade estrutural, muitos dos quais provaram possuir atividade 

antimicrobiana (WINK, 2003, GARCÍA & CARRIL, 2009; RADULOVIC et al., 

2013).  

 

Figura 1: Exemplos de estruturas químicas de metabólitos secundários de plantas. 

Terpenos: monoterpenos (1- sabineno), diterpenos (2- labdano), triterpenos (3- 

amirina) e sesquiterpenos (4- helenalina); Compostos fenólicos: flavonoides (5- 

quercetina), cumarinas (6- varfarina), lignanas (7- pinoresinol) e taninos (8- 

procianidina); Alcalóides (9- morfina) 

              

         

O desenvolvimento de técnicas de cromatografia e espectroscopia 

possibilitou o avanço dos estudos de produtos naturais, possibilitando o 

isolamento e identificação de metabólitos secundários (JUNIOR et al., 2005). 
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As técnicas mais utilizadas para isolamento e identificação envolvem: 

técnicas cromatográficas como cromatografia líquida clássica (CLC) com sílica 

gel, cromatografia de exclusão molecular (CEM), cromatografia em camada 

delgada (CCD), Cromatografia de líquida de alta eficiência (CLAE) e 

cromatografia gasosa (CG); e técnicas espectroscópicas como ultravileta (UV) 

e espectrométricas como a ressonância magnética nuclear (RMN) e 

espectrometria de massas (EM) (SULEIMAN, 2015; BANDEIRA et al., 2002; 

QUEIROZ & HOSTETTMANN, 2006). 

Os componentes ativos de Dacryodes edulis, uma espécie da família 

Burseraceae que possui atividade antimicrobiana, foram isolados utilizando 

métodos cromatográficos como CLC e CEM e foram identificados através de 

UV e RMN. Para isolamento dos componentes ativos foi realizado um 

fracionamento bioguiado do extrato, através da qual as frações de maior 

atividade antimicrobiana foram refracionadas até a obtenção das substâncias 

ativas isoladas. A atividade antimicrobiana dessa espécie pôde então ser 

relacionada à presença dos compostos fenólicos: galato de etila e quercitrina 

(Figura 2) (AJIBESIN et al., 2011). 

 

Figura 2: Constituintes antibacterianos de Dacryodes edulis: galato de etila (10), 

quercitrina (11) 

 

 Além do isolamento, compostos bioativos são identificados utilizando 

técnicas hifenadas ou acopladas, como CLAE/UV, CLAE/EM, CLAE/RMN e 

CG/EM. As análises fitoquímicas com essas técnicas contribuem para detectar 

compostos e economizar tempo, evitando o isolamento de compostos já 

conhecidos e facilitando a procura de novos fármacos (QUEIROZ & 

HOSTETTMANN, 2006). 
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 A técnica acoplada CLAE/EM foi utilizada para identificação dos 

compostos bioativos de folhas de Ceratonia siriqua, da família Leguminosiae. O 

extrato em acetato de etila, com atividade contra bactérias Gram-negativas e 

Gram-positivas, possui alto teor de compostos fenólicos, sendo os constituintes 

majoritários: miricetina-glicosídeo, miricetina-ramnosideo, 1,6-Di-galoil-glicose e 

ácido siríngico (Figura 3) (HSOUNA et al., 2015).  

Figura 3: Compostos bioativos de Ceratonia siriqua: miricetina-glicosídeo e miricetina-

ramnosídeo (12); 1,6,Di-galoil-glicose (13); ácido siríngico (14) 

         

      

  

As determinações quantitativas também são importantes para as 

análises fitoquímicas. Tais determinações incluem métodos como CLAE/EM, 

CG/EM e espectrofotometria (KHODDAMI, et al.; 2013). 

 As análises de quantificação de metabólitos secundários contribuem 

para o direcionamento da pesquisa de compostos bioativos em extratos e 

frações, possibilitando correlacionar a atividade biológica com o teor dos 

constituintes (SILVÁN et al., 2013; SINGH et al., 2013; SILVA et al., 2012; 

SIMLAI & ROY et al., 2012; THITILERTDECHA et al., 2008).  

 A correlação entre atividade antimicrobiana e teor de compostos 

fenólicos foi observada entre extratos e frações de cascas e sementes de 

Nephelium lappaceum.  Foram realizadas a determinação do teor de 

compostos fenólicos totais, através do método espectrofotométrico de Folin–

Ciocalteu, e a determinação da CIM, para bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas. Os autores concluíram que a atividade antibacteriana da espécie 

pode ser atribuída aos compostos fenólicos, já que somente as frações com 
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alto teor desses compostos apresentaram atividade (THITILERTDECHA et al., 

2008).   

 Outras análises fitoquímicas também contribuem para a pesquisa de 

metabólitos secundários bioativos. Um exemplo é a prospecção fitoquímica, 

para identificação das classes de metabólitos presentes. Essas análises 

qualitativas são realizadas através de técnicas como CCD e reações químicas 

em tubos de ensaio, utilizando diferentes reagentes (RODRIGUES et al., 2009).  

 Testes fitoquímicos qualitativos utilizando CCD foram utilizados para 

identificar as classes de constituintes da fração antimicrobiana de Solanum 

indicum. A fração em acetato de etila foi obtida por partição do extrato etanólico 

dos frutos. Foi identificada a presença de flavonoides, saponinas, glicosídeos e 

carotenoides, que podem estar relacionados à atividade dessa fração 

(KOUADIO et al.; 2014). 

 

1.3. Análises in silico 

 

 O screening virtual (in silico) também tem sido utilizado nas pesquisas 

com plantas de uso medicinal. As analises in silico direcionam os testes 

biológicos, facilitando e reduzindo os custos do processo de descoberta de 

novos fármacos (OLIVEIRA  et al., 2014). 

Uma das ferramentas in silico que tem sido utilizada para prever efeitos 

farmacológicos de metabólitos secundários é o programa “Prediction of Activity 

Spectra for Substances” (PASS). O PASS possibilita prever vários efeitos 

farmacológicos, mecanismos de ação e efeitos tóxicos específicos com base 

na estrutura da substância com 95% de acurácia e isso pode ser validado por 

testes in vitro e in vivo (GOEL et al., 2011). 

PASS online também possibilita previsões simultâneas de várias 

atividades biológicas baseadas em comparações da estrutura química com 

compostos biologicamente ativos. No banco de dados são incluídos fármacos, 

candidatos a fármacos, compostos em processos de registro, substâncias 

tóxicas, fitocompotentes, dentre outros, totalizando mais de 260.000 

descritores. Os resultados das análises são fornecidos como as probabilidades 

do composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi) (www.pharmaexpert.ru/passonline). 
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1.4. Família Burseraceae  

 

 A família Burseraceae possui cerca de 750 espécies de árvores e 

arbustos distribuídas em 19 gêneros, sendo os principais: Protium, 

Commiphora, Bursera e Canarium. As espécies são encontradas em regiões 

tropicais e subtropicais, representando até 10-14% das árvores presentes em 

florestas úmidas. Na floresta Amazônica são encontradas mais de 100 

espécies dessa família, que é considerada um excelente modelo para estudos 

sobre conservação, evolução e biogeografia da floresta, devido à alta 

diversidade, importância ecológica e diversidade de habitat ocupados (DALY et 

al., 2012).  

 Atividades terapêuticas de diversas espécies da família Burseraceae já 

foram estudas, como por exemplo: atividade anti-inflamatória de folhas de 

Bursera simaruba (CARRETERO et al., 2008); atividades hepatoprotetora e 

antioxidante de cascas de Commiphora berryi (SHANKAR et al., 2008) e 

atividade antimicrobiana de óleos essenciais de Boswellia spp (CAMARDA et 

al., 2007).  

A composição química das espécies da família Burseraceae caracteriza-

se pela presença de terpenos, flavonoides, cumarinas, lignanas e taninos 

(SIANI et al., 2012; RAJAGOPAL, 2014; SULEIMAN, 2015).  

Commiphora pedunculata, utilizada na medicina tradicional para 

tratamento de doenças infecciosas, é uma das espécies da família 

Burseraceae que possui atividade antimicrobiana. Tal atividade dos extratos 

metanólicos de cascas dessa espécie foi atribuída à presença dos flavonoides: 

campeferol e diidrocampferol (Figura 4) (TAJUDDEEN et al., 2014). 

Figura 4: Flavonoides responsáveis pela atividade antimicrobiana de Commiphora 

pedunculata: campeferol (15) e diidrocampferol (16) 
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1.5. Gênero Protium 

  

 Protium é o principal gênero da família Burseraceae com 150 espécies 

que representam a maior diversidade encontrada no hemisfério sul. No Brasil, 

essas espécies são encontradas em todo território, principalmente na floresta 

Amazônica e equivalem a 80% da família Burseraceae (MARQUES et al., 

2010). 

 As espécies do gênero Protium são capazes de produzir oleoresinas 

como resultado de injúrias, como picadas de insetos e quebras nos galhos. 

Essas oleoresinas são conhecidas como “breus” e são utilizadas na medicina 

tradicional e na fabricação de vernizes (OTUKI et al.,2005; RODRIGUES et al., 

2013). 

  Na medicina tradicional, diferentes partes das plantas do gênero 

Protium são utilizadas como antissépticos, tônicos estimulantes, analgésicos, 

contraceptivos, laxativos, hemostáticos, antirreumáticos e para tratamento de 

gonorreia, doenças estomacais e pulmonares, dentre outras (RÜDIGER et al., 

2007). 

 A maior parte dos estudos envolvendo fitoquímica e farmacologia de 

espécies Protium é sobre óleos essenciais de suas partes aéreas. Na 

constituição química desses óleos predominam terpenos (monoterpenos, 

triterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanóides (RÜDIGER et al., 2007). 

 Protium heptaphyllum, uma das espécies mais estudas do gênero, é 

encontrada na região Amazônica e possui seiva conhecida como almácega. 

Essa espécie é utilizada na medicina tradicional e também na perfumaria e 

como verniz. As atividades anti-inflamatória, gastroprotetora e antitumoral de 

seu óleo essencial e de sua resina foram comprovadas por estudos 

farmacológicos e a composição química dessa espécie é caracterizada pela 

presença de terpenos, como amirinas (SIANI, et al., 1999; OLIVEIRA et al., 

2004). 

 A atividade antimicrobiana de Protium heptaphyllum também já foi 

identificada. O extrato etanólico bruto de cascas dessa espécie apresentou 

atividade antimicrobiana para os fungos Candida krusei e Cryptococcus 

neoformans e a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. As frações em 
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hexano, acetato de etila e metanol desse extrato também apresentaram 

atividade antimicrobiana (VIOLANTE et al., 2012).  

 A espécie Protium neglectum, encontrada na Venezuela e utilizada na 

medicinal tradicional para tratamento doenças inflamatórias e respiratórias, 

também possui atividade antibacteriana. O óleo essencial extraído da resina 

dessa espécie apresenta como constituintes majoritários os monoterpenos: 

piperitenona (25,4%), timol (17,5%) e durenol (15,6%) (Figura 5). A atividade 

antimicrobiana desse óleo foi determinada para bactérias Gram positivas como 

Bacillus subtilis e S. aureus, porém demonstrou-se inativo para bactérias Gram 

negativas (SUÁREZ et al., 2007).  

Figura 5: Monoterpenos do óleo essencial de Protium neglectum: piperitenona (17), 

timol (18), durenol (19). 

 

 

  

1.6. Espécie Protium spruceanum  

 

 A espécie Protium spruceanum (Benth.) Engler, encontrada em florestas 

úmidas Atlânticas e Amazônicas e também em matas ciliares do cerrado, é 

conhecida como almácega-de-casca-lisa ou breu. Na medicina tradicional, é 

utilizada como anti-inflamatório de tratamento tópico e expectorante (VIEIRA et 

al., 2010). Estudos botânicos a descrevem como uma espécie arbórea 

semidecídua com flores dispostas em inflorescência e frutos na forma de baga 

subglobosa (Figura 6) (VIEIRA, 2005).  

As atividades anti-inflamatória e analgésica do extrato etanólico bruto 

(EEB) das folhas da espécie e suas frações já foram demonstradas e estão 

relacionadas à presença da mistura triterpênica de α- e β- amirinas. Além 

disso, verificou-se que o EEB possui baixa toxicidade aguda (RODRIGUES et 

al., 2013). 
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Figura 6:  Fotos de flores, frutos, folhas e caule de Protium spruceanum 

 
Fonte: http://ecologia.ib.usp.br 

Os componentes voláteis majoritários do óleo essencial de folhas, resina 

e ramos de P. spruceanum são o sabineno, seguido do β-cariofileno (Figura 7). 

Essa composição dos óleos essenciais sofre influências sazonais, 

apresentando variações em diferentes estações do ano. Nas plantas da 

espécie da região Amazônica, o maior teor de sabineno no óleo essencial foi 

encontrado durante o clima chuvoso (MACHADO et al., 2003).  

Figura 7:  Componentes majoritários do óleo essencial de Protium spruceanum: 

sabineno (20) e β-cariofileno (21) 

 

 Ainda são encontrados poucos registros na literatura sobre fitoquímica 

da espécie P. spruceanum e inexistem dados sobre sua atividade 

antimicrobiana.   

Dessa forma, no presente trabalho, foi realizada uma avaliação da 

atividade antimicrobiana de extrats e frações de folhas e galhos de Protium 

spruceanum (Benth.) Engler. frente a diferentes espécies microbianas e 

análises fitoquímicas visando identificar metabólitos secundários que possam 

estar relacionados com as propriedades terapêuticas dessa espécie, 

direcionando estudos posteriores. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos etanólicos e frações de folhas 

e de galhos de Protium spruceanum, bem como realizar análises fitoquímicas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

- Coletar os materiais vegetais e obter os extratos etanólicos brutos (EEBs); 

- Fracionar os EEBs; 

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e suas frações. 

- Determinar qualitativamente as classes de metabólitos presentes nos extratos 

e frações; 

- Determinar os teores de compostos fenólicos, flavonoides e taninos totais dos 

extratos e frações; 

- Caracterizar a constituição química dos extratos e frações utilizando técnicas 

de cromatografia e espectrometria (CG/EM e CLUE/DAD/EM); 

- Analisar in silico o potencial para efeitos e mecanismos antimicrobianos dos 

compostos identificados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Coleta e identificação dos materiais vegetais  

 

 Os materiais vegetais utilizados, folhas e galhos da espécie Protium 

spruceanum (Benth.) Engler., foram coletados em propriedade particular na 

região de Lavras-MG (entre coordenadas 21°17’33, 6”S e 44°59’15, 1”N, 

21°18’11, 9”S e 44°59’18, 8”N). A espécie foi identificada por pesquisadores da 

Universidade Federal de Lavras e uma exsicata depositada no Herbário da 

Universidade Federal de Lavras (Nº 16399 HESAL).  

Após a coleta, os materiais foram submetidos a processo de secagem 

em estufa de ar circulante (Nova Etica®, Brasil), 40 °C (estabilização). Após 

secagem, os materiais foram triturados, até o estado de pó fino, em moinho de 

facas (MR Manesco®, Brasil). 

 

3.2. Obtenção dos extratos etanólicos brutos 
  

Os materiais vegetais triturados (folhas ou galhos de P. spruceanum) 

foram submetidos à extração por maceração exaustiva com etanol comercial 

92,8°GL (Topázio®, Brasil), à temperatura ambiente. Em seguida, os extratos 

foram filtrados em papel de filtro e o solvente completamente removido 

utilizando-se rotaevaporador (Fisatom®, Brasil) à pressão reduzida e sob 

temperatura de 40 °C. Esse processo foi repetido até o esgotamento, quase 

que total, do material vegetal, obtendo-se os EEBs que foram submetidos à 

secagem em estufa 30-40 °C (Fanem®, Brasil). 

3.3. Fracionamento dos EEBs  

 Os EEBs (20,0 g) foram resuspendidos em 300 mL de MeOH:H2O (1:1) 

e submetidos a partições líquido-líquido sucessivas em funil de separação 

utilizando hexano e acetato de etila (3 x 100 mL) (Química moderna®, Brasil). 

Dessa forma foram obtidas as frações hexânica (Hex), acetato de etila (AcOEt) 

e hidrometanólica (HMeOH) (Figura 8). 
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Figura 8: Esquema do processo de obtenção dos extratos etanólicos brutos (EEB) e 

frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de 

folhas e galhos de Protium spruceanum  

Folhas
221,7 g)(

EEB-F
221,7 g / alíquota fracionada: 20,0 g

Maceração/EtOH

Partição/Hex

Hex-F
(3,6 g) Fração hidro-metanólica

Partição/AcOEt

AcOEt-F
(6,0 g)

HMeOH-F
(9,3 g)

Galhos
439,4 g)(

EEB-G
42,2 g / alíquota fracionada: 20,0 g

Maceração/EtOH

Partição/Hex

Hex-G
(2,8 g) Fração hidro-metanólica

Partição/AcOEt

AcOEt-G
(9,2 g)

HMeOH-G
(7,0 g)

 

           

3.4. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

A triagem de atividade antimicrobiana dos EEBs e frações foi realizada 

pelo método de difusão em ágar e a concentração inibitória mínima (CIM) foi 

determinada pelo método de microdiluição em caldo. 

Foram utilizados 20 micro-organismos de coleções padrões da American 

type culture collection (ATCC) e isolados de amostras clínicas, sendo:  

- Bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus MARSA (isolado clínico), Staphylococcus saprophyticus 

ATCC 15305, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e Listeria monocytogenes 

(isolado clínico);  

- Bactérias Gram negativas: Enterococcus faecalis ATCC 15325, Enterococcus 

faecium ATCC 6569, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Proteus mirabilis 

ATCC 25933, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella enteritidis 

ATCC13076, Shigella sonnei ATCC 25931, Shigella flexneri ATCC 12022, 
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Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli EPEC (isolado clínico), 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Providencia rettgeri ATCC 29944, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13833 e Klebsiella oxytoca ATCC 13182; 

- Fungo leveduriforme: Candida albicans ATCC 14408. 

  

3.4.1. Triagem por difusão em ágar 

 

A triagem de atividade antimicrobiana foi realizada utilizando o método 

de difusão em poço, descrita por Okunji e colaboradores, com modificações 

(OKUNJI et al., 1990). 

Para isso, os EEBs e as frações foram dissolvidas em dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Vetec®, Brasil), na concentração de 80 mg/mL. Como controle 

positivo, foi utilizado tetraciclina (100 µg/mL) para as bactérias, exceto para P. 

aeruginosa, P. mirabilis e P. rettgeri para as quais utilizou-se moxifloxacina 

(100 µg/mL). Para a espécie leveduriforme, foi utilizado como controle positivo 

cetoconazol (100 µg/mL). Como controle negativo, para todas as espécies, foi 

utilizado DMSO. 

 Para o preparo do inóculo, as bactérias foram repicadas em placas de 

Petri contendo Ágar Mueller Hinton (Predimol®) e a levedura foi repicada em 

Ágar Saboraud (Predimol®). Após incubação a 37 °C por 24 horas, para 

bactérias, ou 48 horas, para a levedura, os inóculos foram preparados em 

salina (NaCl 0,9%), de modo a se obter suspensões de turvação referente ao 

tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL).  

Placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton ou ágar Saboraud foram 

perfuradas, obtendo-se orifícios de 6 mm de diâmetro. Posteriormente, as 

placas foram inoculadas com as suspensões microbianas, por semeadura de 

superfície, com auxílio de swab. Em seguida, 50 µL das soluções dos EEBs, 

frações, controle positivo e controle negativo foram aplicadas nos orifícios das 

placas e estas foram incubadas por 24/48 horas em estufa a 37±2 °C. 

Após o período de incubação, os halos de inibição de crescimento foram 

medidos com auxílio de paquímetro digital (Mitutoyo®, Brasil). 

Os testes foram realizados em duplicata e os resultados expressos em 

média do halo de inibição (mm) ± desvio padrão. 
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3.4.2. Avaliação da metodologia utilizada para dete rminação da 

concentração inibitória mínima (CIM) 

 Devido à ausência de padronização de testes de atividade 

antimicrobiana para produtos naturais e à dificuldade de solubilização das 

amostras em meio de cultura líquido, foi realizada uma avaliação da viabilidade 

microbiana na metodologia utilizada para determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) dos extratos e frações. 

 A metodologia utilizada foi a microdiluição em caldo, conforme 

orientações do CLSI com modificações (CLSI, 2012). 

 Para preparo do inóculo, os micro-organismos cultivados em ágar por 24 

ou 48 horas, foram suspendidos em salina (NaCl 0,9%), de modo a se obter 

turvação referente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL). Essas 

suspensões foram diluídas 1:50 em caldo Mueller Hinton (Himedia®) (para as 

bactérias) ou caldo Saboraud (Himedia®) (para a levedura), obtendo-se uma 

suspensão a 2 x 106 UFC/mL, para que a concentração final de micro-

organismo no teste fosse 5 x 105 UFC/mL.  

 Para avaliação da viabilidade microbiana, foram colocados 50 µL de 

MeOH e 75 µL de caldo Mueller Hinton ou Saboraud, em placas de 96 poços, 

esterilizadas. Como controle de crescimento, foram colocados somente 75 µL 

de meio de cultura.  

 No controle positivo, foram adicionados 50 µL de caldo e 25 µL de 

tetraciclina (para bactérias) ou cetoconazol (para a levedura), ambos a 400 

µg/mL. Como controle do meio de cultura, foram adicionados somente 100 µL 

de caldo.  

 As placas foram colocadas em dessecador, com bomba de vácuo ligada, 

por 1 hora, para evaporação do MeOH. Em seguida, as placas foram expostas 

a luz UV, em cabine de segurança biológica, por 15 min, para esterilização.  

 Após esse período, foram adicionados 25 µL de inóculo em cada orifício 

(exceto para o controle do meio de cultura). As placas foram lacradas e 

incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas, para bactérias e 48 horas para 

leveduras. 

 Terminado o período de incubação, foram adicionados 30 µL de CTT 

(Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazólio - Neon®) a 0,25 mg/mL. As placas foram 
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então incubadas em estufa a 37 °C por 3 horas e foi realizada a leitura de 

absorbância em leitor de ELISA (Molecular Devices®) a 650 nm.  

 Todos os testes foram realizados em triplicata e a viabilidade microbiana 

foi avaliada pelo cálculo da porcentagem (%) de crescimento microbiano do 

teste em relação ao controle de crescimento. Os resultados foram expressos 

em % de crescimento microbiano ± desvio padrão. 

   

3.4.3. Determinação da concentração inibitória míni ma (CIM) dos extratos 

e frações  

 A concentração inibitória mínima (CIM) dos EEBs e frações foi 

determinada utilizando a metodologia descrita no item 3.4.2 (pág. 16).  

 Para isso, as amostras foram resuspendidas em MeOH, para 

concentração de 160 mg/mL.  

Em placas de 96 poços, foram adicionados 50 µL de MeOH a partir do 

segundo poço. Em seguida, 100 µL de solução de amostra foram adicionados 

no primeiro poço e foram realizadas diluições seriadas 1:2, retirando 50 µL do 

primeiro poço e transferindo para o seguinte. Dessa forma, as amostras foram 

testadas em 12 concentrações: 80 a 0,039 mg/mL. 

 Após realização das diluições, 75 µL de caldo Mueller Hinton ou 

Saboraud foram adicionados em cada poço. 

Para o controle de crescimento, foram colocados somente 75 µL de meio 

de cultura. No controle positivo, foram adicionados 50 µL de caldo e 25 µL de 

tetraciclina ou moxifloxacina (para bactérias), ou cetoconazol (para a levedura), 

a 400 µg/mL. No controle negativo, foram adicionados 50 µL de metanol e 75 

µL de caldo. Como controle do meio de cultura, foram adicionados somente 

100 µL de caldo. 

As placas foram colocadas em dessecador por 1 hora. Depois, as 

mesmas foram esterilizadas, foram adicionados 25 µL de inóculo em cada 

orifício (exceto para o controle do meio de cultura) e foram incubadas em 

estufa a 37 °C por 24/48 horas. 

Devido à coloração e precipitação dos extratos, não foi realizada a 

leitura da absorbância em leitor de ELISA. No entanto, foi adicionado o CTT e 
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cada poço sem coloração visível foi repicado, com auxílio de alça 

bacteriológica, para placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton ou Saboraud. 

As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 24/48 horas e foi 

considerada como CIM, a menor concentração em que não houve crescimento 

microbiano. 

 

3.4.4. Determinação da porcentagem de atividade ant imicrobiana (%AA), 

atividade antimicrobiana total (AAT) e índice de su sceptibilidade 

microbiana (ISM) 

  

Visando analisar os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos 

e frações, procedeu-se a determinação da porcentagem de atividade 

antimicrobiana (%AA), atividade antimicrobiana total (AAT) e índice de 

susceptibilidade microbiana (ISM). Esses parâmetros foram determinados 

segundo as equações de 1 a 3 (Eq 1, Eq 2 e Eq 3), segundo Eloff, 2004 e 

Mahlke et al., 2009. 

 

       %AA  =  100 x nº de micro-organismos susceptíveis à  amostra       (Eq 1) 

     nº total de micro-organismos testados 

 

                            AAT =  massa da amostra em mg*                         (Eq 2) 

                                                        CIM (mg/mL) 

 

            ISM = 100 x nº de amostras ativas contra o micro-organismo     (Eq 3) 

nº de amostras testadas 
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3.4.5. Análise do efeito sinérgico entre as frações  
  

Para a avaliação do efeito sinérgico, uma mistura das frações AcOEt e 

HMeOH em igual proporção, foi solubilizada em MeOH para uma concentração 

de 160 mg/mL. 

 Após preparo das amostras, foi determinada a CIM como descrito no 

item 3.4.3 (pág. 17). 

 Utilizando os resultados da CIM das misturas e das frações isoladas, 

foram calculados a concentração inibitória fracionada (CIF) e o índice de 

concentração inibitória fracionada (ICIF), segundo GOTO et al., 1999. 

 A concentração inibitória fracionada (CIF) e o índice de concentração 

inibitória fracionada (ICIF) foram calculados utilizando as equações (Eq 4 e Eq 

5): 

 

ICIF = CIF (AcOEt) + CIF (HMeOH)    (Eq 4) 

ICIF = (CIM AcOEt na combinação) + (CIM HMeOH na combinação)    (Eq 5) 

                               (CIM AcOEt)                      (CIM HMeOH) 

 

Os resultados foram interpretados de acordo com a tabela 1: 

Tabela 1: Interações de acordo com os valores de ICIF (GOTO et al., 1999) 

Tipo de interação ICIF 

Sinergismo ICIF ≤ 0,5 

Aditividade 0,5 < ICIF ≤ 1 

Sem interação 1 < ICIF ≤ 2 

Antagonismo ICIF > 2 

                ICIF: Índice de concentração Inibitória Mínima 
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3.5. Análises fitoquímicas 
  

Para realização das análises fitoquímicas foram utilizadas técnicas de 

cromatografia e espectrometria. 

As análises envolvendo cromatografia em camada delgada (CCD) foram 

realizadas utilizando placas cromatográficas com sílica 60G com indicador de 

fluorescência UV-vis a 254 nm (Vetec®, Brasil), sendo a espessura 0,25 mm. 

Como fase móvel, foram utilizadas diferentes misturas de solventes e as placas 

foram reveladas com reagentes específicos para cada objetivo. 

 As análises por cromatografia líquida de ultra-eficiência (CLUE) com 

detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de massas (EM) foram 

realizadas no Laboratório de Fitoquímica e Biologia Farmacêutica, da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob coordenação da Prof. Dra. 

Alaíde Braga de Oliveira. 

As análises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM) foram realizadas no Laboratório de Cromatografia, do Centro 

Federal de Educação Tecnológica de Minas Gerais, Belo Horizonte (CEFET-

MG), sob coordenação da Prof. Dra. Adriana Akemi Okuma. 

 As leituras de absorbância das determinações de teores de fenólicos, 

flavonoides e taninos totais foram realizadas em leitor de ELISA (Molecular 

Devices®), no Laboratório Multiusuário do Programa de Pós-graduação em 

Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal de Ouro Preto, CIPHARMA-

UFOP. 

 

3.5.1. Prospecção fitoquímica 
  

A análise qualitativa dos metabólitos secundários presentes nos EEBs e 

frações foi realizada através de cromatografia em camada delgada comparativa 

(CCDC) (RODRIGUES et al., 2009). As classes de compostos pesquisados 

foram alcaloides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, taninos, terpenoides e 

ácidos graxos. 

Quatro placas cromatográficas foram eluídas com mistura de solvente 

polar ácido (acetato de etila: ácido fórmico: água 88:6:6). Uma placa foi eluída 
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com mistura de solvente polar básico (tolueno: acetato de etila: dietilamina 

70:20:10) e uma com eluente apolar (tolueno: acetato de etila 93:7). 

Foram, então, utilizados os seguintes reagentes, aplicados às placas por 

pulverização: 

- Reativo de Dragendorff, aplicado sobre a cromatoplaca eluída no 

sistema polar básico para a detecção de alcaloides (coloração amarronzada). 

- Hidróxido de potássio 5%, aplicado sobre cromatoplaca eluída no 

sistema polar ácido para a detecção de antraquinonas (vermelho-amarelo) e 

cumarinas (azul-verde) sobre luz UV 386 nm. 

- NP/PEG (difenilboriloxietilamina 1,0% em metanol, seguida de solução 

de polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol), aplicado sobre a cromatoplaca eluída 

no sistema polar ácido para a detecção de flavonoides (amarelo) sobre luz UV 

386 nm.  

- Cloreto férrico 1%, aplicado sobre a cromatoplaca eluída no sistema 

polar ácido para a detecção de taninos (coloração azul escuro instável).  

- Vanilina sulfúrica ácida, aplicada sobre cromatoplaca eluída no sistema 

polar ácido para a detecção de terpenoides (amarelo-marrom) e ácidos graxos 

(azul). 

 

3.5.2. Teor de compostos fenólicos totais 
  

A determinação do teor de compostos fenólicos totais foi realizada pelo 

método do reagente de Folin-Ciocauteu, segundo Bonoli e colaboradores, com 

modificações (BONOLI et al., 2004). 

 Foram preparadas soluções estoque dos EEBs e frações Hex, AcOEt e 

HMeOH em etanol 95%, na concentração de 5 mg/mL. Alíquotas de 80 µL 

dessas soluções foram transferidas para poços de uma placa de 96 poços e 

foram adicionados 60 µL de água destilada e 10 µL de reagente Folin-

Ciocauteu (Cromoline®, Brasil). Em seguida a placa foi agitada por 1 min e 

foram adicionados 40 µL de carbonato de sódio (Vetec®, Brasil) a 15% p/v. 

Após agitação por 30 segundos, foram adicionados 10 µL de água destilada 

para que a concentração final fosse 2,0 mg/mL.  

Para construção da curva de calibração, foi feita uma solução estoque 

de ácido gálico (Vetec®, Brasil) a 1 mg/mL em etanol 95%. Alíquotas dessa 
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solução foram transferidas para uma placa de 96 poços de modo a se obter 

concentrações finais de 10 a 350 µg/mL, com volume ajustado com água 

destilada. Os mesmos procedimentos das amostras foram realizados. 

Após incubação por 2 horas, a leitura da absorbância foi realizada em 

leitor de ELISA a 650 nm. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

 Com os resultados obtidos para o padrão (ácido gálico), foi construída 

uma curva de calibração e o teor de compostos fenólicos totais foi determinado 

pela interpolação dos resultados das amostras com a equação obtida. Os 

resultados foram expressos em EAG (equivalentes de ácido gálico) por grama 

de amostra.  

   

3.5.3. Teor de flavonoides totais 
  

A determinação do teor de flavonoides totais foi realizada pelo método 

colorimétrico do cloreto de alumínio (AlCl3), segundo Chang e colaboradores, 

com modificações (CHANG et al., 2002). 

 Foram preparadas soluções estoque dos EEBs e frações AcOEt e 

HMeOH em etanol 95%, na concentração de 5 mg/mL. Alíquotas de 100 µL 

dessas soluções foram transferidas para poços de uma placa de 96 poços e 

foram adicionados 40 µL de etanol 95%, 4 µL de AlCl3 (Synth®, Brasil) a 10% 

p/v e 4 µL de acetato de potássio (Hannover®) a 1 mol/L. O volume foi ajustado 

com 52 µL de água destilada para que a concentração final fosse 2,5 mg/mL.  

O mesmo procedimento foi realizado, sem adição de AlCl3, para os 

brancos. 

Para construção da curva de calibração, foram feitas soluções estoque 

de rutina e quercetina a 0,2 mg/mL. Alíquotas dessas soluções foram 

transferidas para uma placa de 96 poços de modo a se obter concentrações 

finais de 2 a 45 µg/mL, com volume ajustado com etanol. Os mesmos 

procedimentos das amostras foram realizados. 

Após incubação por 40 min, foi realizada a leitura das aborbâncias em 

leitor de ELISA a 405 nm. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

Com os resultados obtidos para os padrões (quercetina e rutina), foram 

construídas curvas de calibração e o teor de flavonoides totais foi determinado 

pela interpolação dos resultados das amostras com as equações obtidas. Os 
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resultados foram expressos em EQ (equivalentes de quercetina) e ER 

(equivalentes de rutina) por grama de amostra. 

 
3.5.4. Teor de taninos totais 
 

3.5.4.1. Método vanilina/ácido clorídrico 

A determinação do teor de taninos totais pelo método com vanilina/ácido 

clorídrico foi realizada de acordo com o descrito por Perez e colaboradores, 

com modificações (PEREZ et al., 1999). 

 Foram preparadas soluções estoque dos EEBs e frações AcOEt e 

HMeOH em etanol 95%, na concentração de 5 mg/mL. Alíquotas de 40 µL 

dessas soluções foram transferidas para poços de uma placa de 96 poços e 

foram adicionados 200 µL de solução de vanilina ácida (mistura recém-

preparada de vanilina 4% em metanol e ácido clorídrico 8% em metanol, 1:1). A 

concentração final foi de 0,83 mg/mL.  

O mesmo procedimento foi realizado, sem adição de vanilina, para os 

brancos. 

Para construção da curva de calibração, foi feita uma solução estoque 

de catequina a 270 µg/mL em metanol. Alíquotas dessa solução foram 

transferidas para uma placa de 96 poços de modo a se obter concentrações 

finais de 2 a 45 µg/mL, com volume ajustado com etanol. Os mesmos 

procedimentos das amostras foram realizados. 

Após incubação por 20 min, foi realizada a leitura das aborbâncias em 

leitor de ELISA a 490 nm. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

Com os resultados obtidos para o padrão (catequina), foram construídas 

curvas de calibração e o teor de taninos totais foi determinado pela 

interpolação dos resultados das amostras com a equação obtida. Os resultados 

foram expressos em EC (equivalentes de catequina) por grama de amostra. 
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3.5.4.2. Método de adsorção por gelatina 

A determinação do teor de taninos totais pelo método por adsorção por 

gelatina baseia-se na propriedade dos taninos formarem complexos com 

proteínas e consiste em duas etapas: A- quantificação de fenólicos totais; B- 

quantificação de fenólicos totais após adsorção de taninos por gelatina 

(VALDES et al., 2000). 

 Foram preparadas soluções estoque dos EEBs e frações AcOEt e 

HMeOH em etanol 95%, na concentração de 5 mg/mL. Para construção da 

curva de calibração, foi feita uma solução estoque de ácido tânico a 10 mg/mL 

em água. Alíquotas dessa solução foram transferidas para uma placa de 96 

poços de modo a se obter concentrações finais de 10 a 500 µg/mL, com 

volume ajustado com água. 

 Na etapa A o teor de fenólicos totais foi determinado nas SE pelo 

método de Folin-Ciocauteu (BONOLI et al., 2004), conforme descrito no item 

3.5.2 (pág. 21). 

Na etapa B 2,5 mL de SE foram adicionados a uma solução de 5 mL de 

gelatina a 5%. Foram adicionados 5 mL de solução saturada de NaCl 

acidificada (HCl 1%) e 0,5 g de caulim. A mistura foi agitada por 30 min e 

filtrada. O teor de fenólicos totais foi determinado nos filtrados. 

O teor de taninos totais foi calculado subtraindo do valor de fenólicos da 

etapa A o valor obtido pela etapa B. Os resultados foram expressos em EAT 

(equivalente de ácido tânico) por grama de amostra. 

 

3.5.5. Análises por cromatografia gasosa acoplada a  espectrometria de 

massas (CG/EM) 

  

As amostras (EEBs e frações Hex, AcOEt e HMeOH) foram solubilizadas 

em Hex, AcOEt ou MeOH, de acordo com a solubilidade de cada uma. Em 

seguida foram analisadas utilizando cromatógrafo a gás acoplado a 

espectrômetro de massas, GC-MSD 5975, Agilent®, com as condições de 

análise apresentadas na Tabela 2. 
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Tabela 2: Condições de CG/EM utilizadas para análise dos extratos etanólicos brutos 

(EEBs) e frações de Protium spruceanum 

Equipamento GC-MSD 5975, Agilent® 

Coluna cromatográfica 
Coluna capilar HP-5MS 5% Fenil Metil Silox  

(30 m X 250 µm X 0,25 µm) 

Gás de arraste; Vazão Hélio; 1,4 mL/min 

Modo de injeção Splitless 

Volume injetado 1 µL 

Temperatura do injetor 290 °C 

Temperatura da coluna 
100 °C por 1 min, 5 °C/min até 200 °C,  

10 °C/min até 290 °C, 290 °C por 10 min 

Temperatura do detector  290 °C 

Impacto eletrônico 70 eV 

Tempo de corrida 40 min 

 

 Os compostos detectados foram identificados utilizando o software MSD 

Chemstation® acoplado com a biblioteca de espectros de massa NIST/2.0 

(National Institute of Standards and Technology - Standard Reference 

Database). 

 

3.5.6. Análises por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a 

detector de arranjos de diodos e espectrometria de massas 

(CLUE/DAD/EM) 

  

Para as análises em CLUE/DAD/EM, escala analítica, os EEBs e as 

frações AcOEt e HMeOH foram solubilizadas em MeOH e filtradas em PVDF 

0,22 µm.   

As análises foram realizadas em equipamento UPLC ACQUITY, 

Waters®, nas condições cromatográficas apresentadas na Tabela 3., coluna 

CSH 130 C-18 (partículas 1,7 µm; 50 X 10 mm),  fase móvel água 0,1% ácido 
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metanólico e acetonitrilila (ACN) 0,1% ácido fórmico, eluição linear 5 - 95%  de 

ACN em 10 min e isocrática 95% ACN por 1 min, tempo total de análise 11 

minutos, os cromatogramas foram extraídos nos comprimentos de onda 220 

nm e 400 nm, vazão de 0,3 mL/min. 

Tabela 3: Condições de CLUE/DAD/EM utilizadas para análise dos extratos etanólicos 

brutos (EEBs) e frações de Protium spruceanum 

Equipamento UPLC ACQUITY, Waters 

Coluna cromatográfica CSH 130 C18 (partículas 1,7 µm; 50 X 10 mm) 

Fase móvel 
H2O 0,1% ácido fórmico; Acetonitrila (ACN) 0,1% 

ácido fórmico 

Eluição 
Linear 5-95% de ACN em 10 min, isocrática 95% 

de ACN por 1 min 

Volume injetado 4 µL 

Forno da coluna 40 °C 

Fluxo 0,3 mL/min 

Detecção UV 220-400 nm 

Electrospray ionization  Voltagem: capilar (3,5 keV); cone (60 eV) 

 

3.6. Atividade antimicrobiana de α- e β-amirina 

 A concentração inibitória mínima (CIM) da mistura de α- e β-amirina, foi 

determinada segundo a metodologia descrita no item 3.4.3. (pág. 17). A mistura 

utilizada foi isolada de folhas de P. spruceanum por Rodrigues e coloboradores 

(RODRIGUES et al., 2013). Os testes foram realizados utilizando S. 

saprophyticus e E. aerogenes e as concentrações de amirinas variaram entre 2 

e 0,016 mg/mL. 

 Após adição de TTC, também foi realizada a leitura das absorbâncias 

em leitor de ELISA a 650 nm, assim como na avaliação da metodologia (item 

3.4.2. pág. 16). Foi calculada a % de inibição de crescimento microbiano em 

relação ao controle. 
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 Também foi feita uma avaliação da relação de α- e β-amirina com o 

efeito sinérgico entre as frações AcOEt e HMeOH. Para isso, foram 

adicionados 25% da mistura triterpênica à fração HMeOH de folhas e a CIM foi 

também determinada segundo a metodologia descrita no item 3.4.3. (pág. 17). 

 

3.7. Avaliação in silico  da atividade antimicrobiana dos constituintes  

 

 Os compostos identificados por meio das análises fitoquímicas (CG/EM 

e CLUE/DAD/EM), nos EEBs e frações, obtidos de folhas e galhos de P. 

spruceanum, foram analisados in silico utilizando PASS online (Prediction 

Activity Spectra of Substances). Essas análises foram realizadas pelo Dr. 

Mauro Lúcio Gonçalves de Oliveira (Lanagro, MG). 

 Os resultados das análises por PASS online são fornecidos como 

probabilidades do composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi) 

(www.pharmaexpert.ru/passonline). 

Visando avaliar o potencial para atividade antimicrobiana dos 

constituintes de P. sprucenum identiicados, foram analisados os resultados de 

Pa e Pi para os efeitos biológicos: antibacteriano (1), antifúngico (2), anti-

infeccioso (3), antimicobacteriano (4), inibição da biossíntese da parede 

bacteriana (5), inibição da síntese de DNA (6), inibição da síntese proteica (7) e 

potencializador da permeabilidade da membrana (8).  

Também foram analisados os resultados relacionados aos seguintes 

mecanismos de ação: inibição da DNA girase (1), inibição da DNA 

topoisomerase IV (2), inibição da subunidade ribossomal 30S (3), inibição da 

subunidade ribossomal 50S (4), inibição de RNA polimerase dependente de 

DNA (5), inibição de NAD+-arginina ADP-ribosiltransferase (6); inibição de 

piruvato cinase (7); inibição de peptidioglicano glicosiltransferase (8); inibição 

da 2-Deidropantoato 2-redutase (9); inibição de CDP-glicerol 

glicerofosfotransferase (10); inibição de micotiol-S-conjugado amidase (11). 

Os resultados das análises dos constituintes dos EEBs e frações de P. 

spruceanum foram expressos pela diferença (Pa-Pi) e foram classificados 

como: Pa-Pi < 0,2: Baixo potencial; 0,2 ≤ Pa-Pi < 0,5: Moderado potencial;   Pa-

Pi ≥ 0,5:  Alto potencial. 
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3.8. Análises estatísticas 

Os resultados de absorbância da avaliação da metodologia para 

determinação da CIM foram avaliados através de teste não-paramétrico de 

Mann-Whitney.  

Para avaliação da correlação entre os teores dos compostos e a 

atividade antimicrobiana, foram calculados os coeficientes de correlação de 

Spearman (rs). A correlação foi classificada segundo Mukaka 2012, como:  

- 0,0 ≤ rs < 0,5: fraca;  

- 0,5 ≤ rs < 0,7: moderada; 

- 0,7 ≤ rs ≤ 1,0: forte. 

Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism (versão 5). As 

diferenças foram consideradas significantes quando o valor de P foi menor ou 

igual a 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Obtenção dos extratos etanólicos brutos  
 

 O extrato etanólico bruto de folhas (EEB-F) foi obtido a partir de 221,66 g 

do material vegetal pulverizado. Ao final do processo de maceração exaustiva e 

concentração do extrato, foram obtidos 37,54 g de EEB, totalizando um 

rendimento de 16,93%. 

 No processo de obtenção do extrato etanólico bruto de galhos (EEB-G), 

o rendimento foi de 9,60%, com obtenção de 42,21 g de extrato a partir de 

439,36 g de droga vegetal pulverizada.  

 O menor rendimento de extratos de galhos em relação a extratos de 

folhas, também foi relatado para outras espécies, como, por exemplo, Tecoma 

stans. O extrato metanólico de folhas dessa espécie rendimento 1,4 vezes 

maior que o extrato de galhos (SALEM et al., 2013). 

A diferença de rendimento entre os extratos é atribuída à diferença da 

disponibilidade de componentes extraíveis, resultantes da variedade da 

composição química entre partes de uma planta (SULTANA et al., 2009).  

 

4.2. Fracionamento dos EEBs  

 

 A partir do fracionamento através de partição, foram obtidas três frações 

para cada EEB, com rendimentos representados na Figura 9 (pág. 30).  
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Figura 9: Frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas 

(HMeOH) obtidas por partição líquido/líquido dos extratos etanólicos brutos (EEB)   de 

folhas e galhos de Protium spruceanum 

Folhas

EEB-F
(20,0 g)

Hex-F
(3,6 g, 18,0%)

AcOEt-F
(6,0 g, 30,0%)

HMeOH-F
(9,3 g, 46,5%)

Galhos

EEB-G
(20,0 g)

Hex-G
(2,8 g, 14,0%)

AcOEt-G
(9,2 g, 46,0%)

HMeOH-F
(7,0 g, 35,0%)

 

 

 Para o EEB de folhas (EEB-F), o maior rendimento foi obtido para a 

fração HMeOH (46,5%), enquanto para o EEB de galhos (EEB-G) foi para a 

fração AcOEt (46%).  

 

4.3. Avaliação da atividade antimicrobiana  
 
4.3.1. Triagem por difusão em ágar 
 

 Os resultados da medida dos halos de inibição, observados pelo método 

de difusão em poço, estão representados nas Tabelas 4 e 5 (pág. 31 e 32). 
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Tabela 4: Medidas dos halos de inibição (mm)*  obtidos pelo método de difusão em 

poço utilizado na análise do extrato etanólico bruto (EEB)  e frações hexânica (Hex), 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de folhas de Protium spruceanum 

na concentração de 80 mg/mL 

Micro-organismo EEB-F Hex-F AcOEt-F HMeOH-F Controle 
positivo ** 

S. aureus 18,52±0,06 - 17,98±0,50 18,57±1,01 39,04±1,74 

S. aureus MARSA 18,89±0,18 - 16,37±1,85 19,38±0,31 40,08±0,07 

S. saprophyticus 21,56±1,59 10,14±0,05 13,34±0,44 15,14±2,72 36,0±1,23 

L. monocytogenes 10,16±2,17 - 11,00±2,95 11,71±1,26 36,96±2,35 

E. faecalis 13,88±0,95 - 11,21±2,10 12,76±1,80 25,47±1,32 

E. faecium 10,54±1,59 - 11,22±0,92 12,05±1,73 25,79±2,12 

E. aerogenes 11,01±0,11 - 10,09±1,08 - 20,02±0,91 

P. mirabilis 13,78±1,32 - 10,43±2,72 10,85±1,32 32,05±2,27 

S. typhimurium 10,12±0,06 - 10,54±1,41 10,73±1,13 25,51±1,74 

S. sonnei 13,95±2,89 - 10,14±1,03 10,31±1,34 29,46±0,79 

S. flexneri 11,05±0,97 - 13,48±1,84 11,53±1,05 22,37±1,41 

E. coli 10,17±136 - - 10,30±0,49 24,50±0,74 

E. coli EPEC 10,52±0,95 - - 10,54±2,04 27,54±1,89 

S. pyogenes 24,22±1,46 - 13,78±0,18 13,91±2,29 41,50±2,70 

P. aeruginosa 17,81±0,74 - 10,40±0,06 10,94±1,38 26,08±0,65 

P. rettgeri 15,64±2,21 - 10,32±1,51 10,06±1,02 25,48±2,86 

K. pneumoniae 11,81±1,40 - 10,23±2,80 10,69±2,31 28,15±0,67 

K. oxytoca 11,41±0,98 - 10,12±2,31 10,75±2,14 26,52±2,74 

S. enteritidis 11,11±0,52 - 10,07±1,07 10,57±0,20 27,68±1,23 

C. albicans 10,16±1,25 - - - 50,00±0,07 

*Medidas expressas em média aritmética (mm) ± desvio padrão, incluindo o diâmetro do poço 
(6 mm); **Tetraciclina, moxifloxacina ou cetoconazol (100 µg/mL);  - : ausência de halo de 
inibição 
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Tabela 5: Medidas dos halos de inibição (mm)*  obtidos pelo método de difusão em 

poço utilizado na análise do extrato etanólico bruto (EEB)  e frações hexânica (Hex), 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de galhos de Protium 

spruceanum na concentração de 80 mg/mL 

Micro-organismo EEB-G Hex-G AcOEt-G HMeOH-G Controle 
positivo ** 

S. aureus 21,03±0,97 - 17,64±2,33 16,89±1,74 39,04±1,74 

S. aureus MARSA 21,65±1,32 - 17,52±1,23 15,85±2,98 40,08±0,07 

S. saprophyticus 24,07±1,41 10,25±0,76 16,08±1,29 14,13±1,91 36,0±1,23 

L. monocytogenes 11,79±1,30 11,23±2,50 11,99±2,57 11,43±1,22 36,96±2,35 

E. faecalis 17,36±1,53 - 11,65±1,02 12,06±0,04 25,47±1,32 

E. faecium 10,59±0,76 - 13,18±2,53 11,77±0,41 25,79±2,12 

E. aerogenes 13,53±1,48 - 10,31±1,30 7,04±1,56 20,02±0,91 

P. mirabilis 13,67±1,98 - - 13,58±0,08 32,05±2,27 

S. typhimurium 10,67±0,53 - - 10,38±0,20 25,51±1,74 

S. sonnei 10,78±0,34 - 11,06±1,23 11,66±1,03 29,46±0,79 

S. flexneri 11,01±1,86 - 12,22±1,04 8,02±0,50 22,37±1,41 

E. coli 10,08±0,06 - 11,51±0,52 10,15±2,37 24,50±0,74 

E. coli EPEC 11,15±2,35 - 11,94±1,51 11,03±1,30 27,54±1,89 

S. pyogenes 14,53±2,16 - 12,94±0,72 13,69±1,14 41,50±2,70 

P. aeruginosa 12,32±0,97 - 10,18±2,91 10,51±0,98 26,08±0,65 

P. rettgeri 14,45±0,18 10,90±2,11 10,93±1,42 12,61±2,31 25,48±2,86 

K. pneumoniae 10,41±0,93 - 10,05±1,34 - 28,15±0,67 

K. oxytoca 11,02±1,56 - 10,29±1,44 - 26,52±2,74 

S. enteritidis 13,50±0,79 - 10,41±1,32 10,16±2,06 27,68±1,23 

C. albicans 10,09±2,35 - - - 50,00±0,07 

*Medidas expressas em média aritmética (mm) ± desvio padrão, incluindo o diâmetro do poço 
(6 mm); **Tetraciclina, moxifloxacina ou cetoconazol (100 µg/mL); - : ausência de halo de 
inibição 
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Para o controle negativo (DMSO), observou-se ausência de halo de 

inibição para todos os micro-organismos, demonstrando que o solvente 

utilizado para o preparo das soluções dos EEBs e frações não possui atividade 

antimicrobiana. Portanto, o solvente não interferiu nos resultados obtidos. 

O DMSO é comumente utilizado para preparo de soluções de extratos 

vegetais no teste de difusão em poço. A ampla utilização deve-se às suas 

propriedades, que permitem a solubilização de extratos e à ausência de 

atividade antimicrobiana (VALGAS et al., 2007; AYRES et al., 2008; ARAÚJO, 

2011). 

 Para os resultados dos EEBs e frações, considerou-se como atividade 

antimicrobiana os halos de inibição iguais ou superiores a 10 mm (LIMA-FILHO 

et al., 2002). Sendo assim, os EEBs de folhas e de galhos possuem 

propriedade inibitória do crescimento de todos os 20 micro-organismos 

testados.  

 Os antimicrobianos estão associados a um espectro particular de 

atividade que abrange um número de diferentes espécies que são sensíveis ao 

fármaco. Os de amplo espectro são aqueles ativos contra muitas espécies 

enquanto os de baixo espectro são ativos contra poucas (KESTER, 2008). 

Portanto, os EEBs de folhas e de galhos de P. spruceanum são considerados 

antimicrobianos de amplo espectro, já que apresentaram atividade contra todas 

as 20 espécies testadas. 

Em relação às frações, a fração hexânica de folhas (Hex-F) apresentou 

atividade contra S. saprophyticus e a fração hexânica de galhos (Hex-G) possui 

atividade contra S. saprophyticus, L. monocitogenes e P. rettgeri. No entanto, 

as frações AcOEt e HMeOH dos dois extratos apresentaram atividade contra a 

maioria das bactérias.  

Esse resultado indica que a atividade antimicrobiana dos EEBs de folhas 

e galhos de P. spruceanum está mais relacionada com metabólitos de maior 

polaridade, presentes principalmente nas frações AcOEt e HMeOH. 

A atividade antimicrobiana de outras espécies do gênero Protium já foi 

relatada, como P. heptaphyllum e P. neglectum (SUÁREZ et al., 2007; 

VIOLANTE et al., 2012). Porém, ainda não existem na literatura publicações 

sobre atividade antimicrobiana de P. spruceanum.  
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O micro-organismo mais susceptível aos EEBs e frações de P. 

spruceanum foi S. saprophyticus, que apresentou índice de susceptibilidade 

antimicrobiana (ISM) de 100%, seguido por L. monocytogenes e P. rettgeri 

(ISM: 87,5%). O mais resistente foi C. albicans (ISM: 25%), para a qual 

somente os EEBs tiveram atividade, seguido por E. aerogenes (ISM: 50%), 

para a qual somente os EEBs e frações AcOEt foram ativos. P. mirabilis, S. 

typhimurium, S. flexneri, E. coli, E. coli EPEC, K. pneumoniae e K. oxytoca 

apresentaram ISM: 62,5% e P. aeruginosa, S. pyogenes, S. sonnei, E. faecium, 

E. faecalis, S. aureus e S. aureus MARSA apresentaram ISM: 75%.  

As medidas dos halos de inibição apresentaram diferenças numéricas 

entre EEBs e frações para diferentes micro-organismos. Apesar disso, é 

preciso destacar que esses dados não devem ser simplesmente comparados, 

devido às características das substâncias que interferem na difusão pelo ágar 

(NASCIMENTO et al., 2007).  

 A difusão é definida como o processo pelo qual moléculas se misturam, 

como resultado da sua energia cinética, das áreas de altas concentrações para 

as de mais baixas. Esse processo depende de diversos fatores tais como 

número, tamanho e forma das partículas, que contribuem para que substâncias 

possuam taxas de difusão diferentes uma das outras e consequentemente 

resulte em distintos halos de inibição (VALGAS et al., 2007).  

Diferentes extratos e frações vegetais possuem composição distinta e 

complexa, com substâncias com propriedades físico-químicas diversas, o que 

dificulta a simples comparação dos diâmetros dos halos de inibição entre as 

amostras e com o controle positivo. 

Dessa forma, visando melhor avaliação da atividade antimicrobiana dos 

EEBs e frações de P. spruceanum foi realizada a determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM).  

 

4.3.2. Avaliação da metodologia utilizada para dete rminação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 Devido à diferente composição dos EEBs e frações e à baixa 

solubilidade no meio de cultura líquido buscou-se avaliar uma adaptação da 
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metodologia para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) por 

microdiluição, proposta pelo CLSI com modificações (CLSI, 2012). 

 Após a leitura das absorbâncias, foi calculada a porcentagem de 

crescimento microbiano do teste em relação ao controle de crescimento. Os 

resultados, expressos em % de crescimento microbiano ± desvio padrão, estão 

listados na Tabela 6. 

Tabela 6: Resultados da viabilidade microbiana utilizando a metodologia de 

microdiluição adaptada para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

dos extratos e frações de Protium spruceanum 

Micro-organismo 
Crescimento 

microbiano* 

S. aureus 96,51 ± 7,26 

S. aureus MARSA 91,67 ± 19,13 

S. saprophyticus 90,67 ± 18,25 

S. enteritidis 96,02 ± 1,69 

E. faecalis 96,73 ± 0,52 

E. faecium 96,07 ± 2,63 

E. aerogenes 109,67 ± 11,67 

S. typhimurium 94,22 ± 5,97 

S. flexneri 97,61 ± 16,00 

E. coli 91,70 ± 6,38 

E. coli EPEC 90,29 ± 11,02 

P. rettgeri 88,01 ± 1,29 

K. pneumoniae 105,56 ± 6,10 

K. oxytoca 86,38 ± 5,79 

L. monocytogenes 102,31 ± 4,79 

S. pyogenes 97,59 ± 0,04 

P. aeruginosa 106,99 ± 8,26 

P. mirabilis 100,36 ± 0,31 

S. sonnei 103,41 ± 8,00 

C. albicans 91,31 ± 26,04 

*porcentagem (%) de crescimento microbiano do teste em relação ao controle de crescimento. 
Resultados, expressos em % de crescimento microbiano ± desvio padrão 
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 Através da análise estatística das medidas de absorbância, utilizando o 

teste de Mann-Whitney, verificou-se que não houve diferença significativa entre 

o crescimento microbiano do teste, comparado com o controle de crescimento. 

Portanto, a metodologia avaliada, que favorece uma melhor dispersão das 

amostras no meio de cultura, mostrou-se ser útil para a determinação da CIM, 

já que não interfere na viabilidade dos micro-organismos. 

 

4.3.3. Determinação da concentração inibitória míni ma (CIM) dos extratos 

e frações 

 A concentração inibitória mínima (CIM) dos EEBs e das frações, que 

resultaram em halo de inibição maior ou igual a 10 mm, foi determinada 

utilizando a metodologia avaliada (item 4.3.2, pág. 34). Os resultados são 

apresentados na Tabela 7 (pág. 37). 
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Tabela 7: Concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos etanólicos brutos (EEB) e 

frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de 

folhas e galhos de Protium spruceaum 

 Concentração Inibitória Mínima (CIM) (mg/mL) 

 Folhas Galhos 

Micro-organismo EEB Hex AcOEt  HMeOH EEB Hex AcOEt  HMeOH 

S. aureus 5 - 2,5 0,312 2,5 - 1,25 1,25 

S. aureus MARSA 5 - 2,5 0,625 5 - 0,312 1,25 

S. saprophyticus 5 40 0,625 0,625 5 20 0,312 0,312 

L. monocytogenes 40 - 40 40 40 80 5 20 

E. faecalis 10 - 2,5 2,5 5 - 1,25 1,25 

E. faecium 40 - 80 80 40 - 40 80 

E. aerogenes 20 - 80 - 20 - 40 - 

P. mirabilis 80 - 80 80 40 - 80 80 

S. typhimurium 80 - 80 80 40 - - 80 

S. sonnei 20 - 80 20 80 - 20 20 

S. flexneri 20 - 80 20 20 - 10 - 

E. coli 5 - - 80 20 - 20 80 

E. coli EPEC 5 - - 80 10 - 20 80 

S. pyogenes 80 - 80 10 80 - 20 80 

P. aeruginosa 10 - 20 20 10 - 10 20 

P. rettgeri 20 - 40 20 20 40 10 20 

K. pneumoniae 40 - 80 10 40 - 10 - 

K. oxytoca 40 - 80 20 40 - 5 - 

S. enteritidis 10 - 1,25 5 10 - 1,25 1,25 

C. albicans 80 - - - 40 - - - 

*- : CIM não determinada devido a halo de inibição menor que 10 mm na avaliação por difusão 
em poço. 
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 Para classificação dos resultados da CIM de produtos naturais, existem 

divergências entre autores. Algumas classificações estão apresentadas na 

Tabela 8. 

 

Tabela 8: Classificação da atividade antimicrobiana de produtos vegetais pelos 

resultados da concentração inibitória mínima (CIM) segundo Holetz et al., 2002; 

Silveira et al., 2012, Jeong et al., 2009 e Giner et al., 2012 

 CIM (mg/mL) 

Atividade 
Holetz et al., 

2002 
Silveira et al., 

2012 
Jeong et al., 

 2009 
Giner et al.,  

2012 

Forte CIM < 0,1 CIM ≤ 1,25 CIM ≤ 0,156 CIM ≤ 3,2 

Moderada  0,1 ≤ CIM ≤ 0,5 1,25 < CIM ≤ 10 0,156 < CIM ≤ 1,25 3,2 < CIM < 6,4 

Fraca 0,5 < CIM ≤ 1,0 CIM > 10 CIM > 1,25 CIM ≥ 6,4 

Inativa CIM > 1,0 - - - 

- : sem classificação. 

 

 Diante dessas divergências, foram adotadas as classificações de Jeong 

et al., 2009 e Giner et al., 2012., por se tratar de dados relativos a extratos 

vegetais e não óleos essenciais, aproximando mais dos objetos do presente 

estudo.  

Sendo assim, segundo Jeong et al., 2009, os EEBs de folhas e galhos 

de P. spruceanum são considerados fracos agentes antimicrobianos para todos 

os micro-organismos testados. A fração AcOEt de folhas apresenta moderada 

atividade contra S. saprophyticus e S. enteritidis e a fração HMeOH das folhas 

apresenta moderada atividade contra S. aureus, S. aureus MARSA e S. 

saprophyticus (CIM: 0,312 - 1,25 mg/mL). 

Em relação às frações dos galhos, segundo Jeong et al., 2009, as 

frações AcOEt e HMeOH possuem moderada atividade contra S. aureus, S. 

aureus MARSA, S. saprophyticus, E. faecalis e S. enteritidis (CIM: 0,312 - 1,25 

mg/mL).  

No entanto, seguindo a classificação de Giner et al., 2012, os EEBs e 

frações são classificados como agentes antimicrobianos de atividade forte a 

fraca.  
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Assim, no presente trabalho, o EEB de folhas foi considerado um 

moderado agente antimicrobiano para S. aureus, S. aureus MARSA, S. 

saprophyticus, E. coli, E. coli EPEC e P. aeruginosa. Já as frações AcOEt e 

HMeOH das folhas apresentam forte atividade contra S. aureus, S. aureus 

MARSA, S. saprophyticus, E. faecalis e S. enteritidis.  

A atividade antimicrobiana do EEB dos galhos foi considerada como 

forte para S. aureus e moderada para S. aureus MARSA, S. saprophyticus e E. 

faecalis. A fração AcOEt dos galhos possui forte atividade contra S. aureus, S. 

aureus MARSA, S. saprophyticus, E. faecalis e S. enteritidis e moderada contra 

L. monocytogenes e K. oxytoca. A fração HMeOH-G apresenta forte atividade 

contra S. aureus, S. aureus MARSA, S. saprophyticus, E. faecalis e S. 

enteritidis. 

Com objetivo de analisar comparativamente os resultados entre EEBs e 

frações, utilizou-se os dados de porcentagem de atividade antimicrobiana 

(%AA) e atividade antimicrobiana total (AAT).  

Nos resultados de atividade antimicrobiana total (AAT) considera-se a 

quantidade de compostos ativos extraídos por grama de material vegetal seco, 

permitindo a comparação da atividade entre diferentes plantas ou partes 

vegetais. Além disso, para as frações, a AAT considera a massa de fração 

obtida de uma quantidade de extrato particionado, indicando qual fração é 

majoritariamente responsável pela atividade biológica e também se existe 

sinergismo entre as frações (ELOFF, 2004). 

Os resultados da porcentagem de atividade antimicrobiana (%AA) estão 

listados na Tabela 9 (pág. 40). Comparando os resultados entre os EEBs, 

observou-se que os extratos de folhas e casca/caule foram ativos contra todos 

os 20 micro-organismos testados (%AA: 100).  

Porém, com base nos resultados da atividade antimicrobiana total (AAT) 

(Tabela 10 e Gráfico 1; pág. 40 e 41), concluiu-se que o EEB de folhas possui 

maior AAT que o EEB de galhos para 75% dos micro-organismos testados. 

Dessa forma, considerou-se que as folhas de P. spruceanum possuem maior 

potencial antimicrobiano que os galhos (maior quantidade de compostos ativos 

extraídos com etanol). 
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Tabela 9: Porcentagem de atividade antimicrobiana (%AA) dos extratos etanólicos 

brutos (EEBs) e frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas 

(HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum 

Amostra % AA 

Folhas 

EEB 100 
Hex 5 

AcOEt 85 
HMeOH 90 

Galhos 

EEB 100 
Hex 15 

AcOEt 85 
HMeOH 75 

 

Tabela 10: Atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) 

de folhas e galhos de P. spruceanum 

 EEB-Folhas EEB-Galhos 

 CIM1 AAT2 CIM1 AAT3 

S. aureus 5 33,86 2,5 38,40 

S. aureus MARSA 5 33,86 5 19,20 

S. saprophyticus 5 33,86 5 19,20 

L. monocytogenes 40 4,23 40 2,40 
E. faecalis 10 16,93 5 19,20 
E. faecium 20 8,47 40 2,40 

E. aerogenes 20 8,47 20 4,80 
P. mirabilis 80 2,12 40 2,40 

S. typhimurium 80 2,12 40 2,40 
S. sonnei 20 8,47 80 1,20 
S. flexneri 20 8,47 20 4,80 

E. coli 5 33,86 20 4,80 
E. coli EPEC 5 33,86 10 9,60 
S. pyogenes 80 2,12 80 1,20 

P. aeruginosa 5 33,86 20 4,80 
P. rettgeri 20 8,47 20 4,80 

K. pneumoniae 40 4,23 40 2,40 
K. oxytoca 40 4,23 40 2,40 

S. enteritidis 10 16,93 20 4,80 
C. albicans 80 2,12 40 2,40 

1- CIM: mg/mL;  
2- AAT considerando 169,3 mg de EEB extraído de 1 g de folhas secas; 
3- AAT considerando 96,0 mg de EEB extraído de 1 g de galhos secos. 
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Gráfico 1: Atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEB) 

de folhas e galhos de Protium spruceanum 

 

Em relação às frações do EEB de folhas, as maiores porcentagens de 

atividade antimicrobiana (%AA) foram obtidas para as frações hidrometanólica 

(HMeOH) (%AA: 90) e acetato de etila (AcOEt) (%AA: 85). A fração hexânica 

foi ativa contra 5% dos micro-organismos testados (Tabela 9, pág. 40). 

Os resultados da atividade antimicrobiana total (AAT) e porcentagem da 

soma de AAT (% AAT) das frações ativas estão apresentados na Tabela 11 

(pág. 42). Para melhor visualização da relação da AAT entre as frações e EEB, 

os resultados relacionados a alguns micro-organismos estão apresentados no 

Gráfico 2 (pág. 43).  

Analisando esses resultados, observou-se que a fração HMeOH, com 

maior %AA, também representa a maior % AAT das frações ativas, para quase 

todos os micro-organismos testados, exceto para E. aerogenes e S. enteritidis, 

para os quais a fração AcOEt possui maior porcentual.  
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Tabela 11: Atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de folhas de Protium spruceanum 

 EEB Hex AcOEt HMeOH  
Micro-organismo CIM1 AAT 2 CIM1 AAT 4 % AAT 3 CIM1 AAT 5 % AAT 3 CIM1 AAT 6 % AAT 3 Ʃ AAT 7 

S. aureus 5 2000 - - - 2,5 100 6,99 0,312 1330,13 93,01 1430,13 
S. aureus MARSA 5 2000 - - - 2,5 100 13,09 0,625 664,0 86,91 764,0 
S. saprophyticus 5 2000 40 3,25 0,30 0,625 400 37,48 0,625 664,0 62,22 1067,25 

L. monocytogenes 40 250 - - - 40 6,25 37,59 40 10,38 62,41 16,63 
E. faecalis 10 1000 - - - 2,5 100 37,59 2,5 166,0 62,41 266,0 
E. faecium 20 500 - - - 80 3,13 37,59 80 5,19 62,41 8,31 

E. aerogenes 20 500 - - - 80 3,13 100,0 - - - 3,13 
P. mirabilis 80 125 - - - 80 3,13 37,59 80 5,19 62,41 8,31 

S. typhimurium 80 125 - - - 80 3,13 37,59 80 5,19 62,41 8,31 
S. sonnei 20 500 - - - 80 3,13 13,09 20 20,75 86,91 23,88 
S. flexneri 20 500 - - - 80 3,13 13,09 20 20,75 86,91 23,88 

E. coli 5 2000 - - - - - - 80 5,19 100,0 5,19 
E. coli EPEC 5 2000 - - - - - - 80 5,19 100,0 5,19 
S. pyogenes 80 125 - - - 80 3,13 7,0 10 41,5 93,0 44,63 

P. aeruginosa 5 2000 - - - 20 12,5 37,59 20 20,75 62,41 33,25 
P. rettgeri 20 500 - - - 40 6,25 23,15 20 20,75 76,85 27,0 

K. pneumoniae 40 250 - - - 80 3,13 7,0 10 41,5 93,0 44,63 
K. oxytoca 40 250 - - - 80 3,13 13,09 20 20,75 86,91 23,88 

S. enteritidis 10 1000 - - - 1,25 200 70,67 5 83,0 29,33 283,0 
C. albicans 80 125 - - - - - - - - - - 

1- CIM: mg/mL; 2- AAT considerando 10000 mg de EEB particionado; 3- % AAT: Porcentagem da AAT da fração em relação ao total das AATs das frações; 
4- AAT considerando 130 mg de fração obtida na partição; 5- AAT considerando 250 mg de fração; 6- AAT considerando 415 mg de fração; 7- Soma das 
AATs das frações ativas. 
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Gráfico 2: Atividade antimicrobiana total (AAT) do extrato etanólico bruto (EEB) e 

frações hexânica (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de folhas 

de Protium spruceanum. 

 

 

Dessa forma, conclui-se que os compostos de maior polaridade, 

presentes na fração HMeOH, são responsáveis pela maior parte da atividade 

antimicrobiana do EEB de folhas de P. spruceanum (maior %A e AAT).  

Através da comparação entre a AAT do EEB particionado e a soma das 

AAT das frações ativas (Ʃ AAT), observou-se que, para todos os micro-

organismos testados, a AAT do EEB é menor que Ʃ AAT. Esse resultado indica 

possibilidade de sinergismo entre as frações (ELOFF, 2004). 

Em relação às frações do EEB dos galhos, as maiores porcentagens de 

atividade antimicrobiana (%AA) também foram obtidas para as frações de 

maior polaridade: acetato de etila (AcOEt) (%AA: 85) e hidrometanólica 

(HMeOH) (%AA: 75). A fração hexânica (Hex) foi ativa contra 15% dos micro-

organismos testados (Tabela 9, pág. 40). 

A fração Hex dos galhos apresenta maior porcentagem de atividade 

antimicrobiana que a fração Hex de folhas (%AA: 5%). 

Os resultados da atividade antimicrobiana Total (AAT) e porcentagem da 

soma de AAT (% AAT) das frações ativas estão apresentados na Tabela 12 
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(pág. 45). De maneira similar ao que foi explanado para as frações do EEB de 

folhas, os resultados da AAT para alguns micro-organismos estão 

apresentados no Gráfico 3 (pág. 44).  

Analisando esses resultados, observou-se que a fração AcOEt, além de 

possuir maior %AA, também representa a maior %AAT das frações ativas, para 

quase todos os micro-organismos testados, exceto para S. typhimurium, para o 

qual a fração HMeOH possui maior porcentual. 

Os compostos majoritariamente presentes na fração AcOEt são 

responsáveis pela maior parte da atividade antimicrobiana do EEB de galhos 

de P. spruceanum (maior %A e AAT).  

Assim como para as frações de folhas, observou-se que, para a maioria 

dos micro-organismos testados, a AAT do EEB é menor que Ʃ AAT das frações 

ativas, exceto para S. saprophyticus, indicando a possibilidade de sinergismo 

também entre essas frações (ELOFF, 2004).  

 

Gráfico 3: Atividade antimicrobiana total (AAT) do extrato etanólico bruto (EEB) e 

frações hexânica (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de 

galhos de Protium spruceanum. 
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Tabela 12: Atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de galhos de Protium spruceanum 

 EEB Hex AcOEt HMeOH  
Micro-organismo  CIM1 AAT 2 CIM1 AAT 4 % AAT 3 CIM1 AAT 5 % AAT 3 CIM1 AAT 6 % AAT 3 Ʃ AAT 7 

S. aureus 2,5 4000 - - - 1,25 328,0 57,79 1,25 239,6 42,21 567,6 
S. aureus MARSA 5 2000 - - - 0,312 1314,0 84,58 1,25 239,6 15,42 1553,6 
S. saprophyticus 5 2000 20 4,4 - 0,312 1314,0 57,67 0,312 959,94 42,13 2278,34 

L. monocytogenes 40 250 80 1,1 - 5 82,0 84,56 20 14,98 15,44 96,98 
E. faecalis 5 2000 - - - 1,25 328,0 57,79 1,25 239,6 42,21 567,6 
E. faecium 40 250 - - - 40 10,25 73,25 80 3,74 26,75 13,99 

E. aerogenes 20 500 - - - 40 10,25 100,0 - - - 10,25 
P. mirabilis 40 250 - - - 80 5,13 57,79 80 3,74 42,21 8,87 

S. typhimurium 40 250 - - - - - - 80 3,74 100,0 3,74 
S. sonnei 80 125 - - - 20 20,5 57,79 20 14,98 42,21 35,48 
S. flexneri 20 500 - - - 10 41,0 100,0 - - - 41,0 

E. coli 20 500 - - - 20 20,5 84,56 80 3,74 15,44 24,24 
E. coli EPEC 10 1000 - - - 20 20,5 84,56 80 3,74 15,44 24,24 
S. pyogenes 80 125 - - - 20 20,5 84,56 80 3,74 15,44 24,24 

P. aeruginosa 20 500 - - - 10 41,0 73,25 20 14,98 26,75 55,98 
P. rettgeri 20 500 40 2,2 3,93 10 41,0 73,25 20 14,98 26,75 55,98 

K. pneumoniae 40 250 - - - 10 41,0 100,0 - - - 41,0 
K. oxytoca 40 250 - - - 5 82,0 100,0 - - - 82,0 

S. enteritidis 20 500 - - - 1,25 328,0 57,79 1,25 239,6 42,21 567,6 
C. albicans 40 250 - - - - - - -- - - 

 

1- CIM: mg/mL; 2- AAT considerando 10000 mg de EEB particionado;  3- % AAT: Porcentagem da AAT da fração em relação ao total das AATs das frações; 
4- AAT considerando 88 mg de fração obtida na partição; 5- AAT considerando 410 mg de fração; 6- AAT considerando 299,5 mg de fração; 7- Soma das 
AATs das frações ativas. 
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Visando analisar esse possível efeito sinérgico entre as frações AcOEt e 

HMeOH, determinou-se a CIM de suas combinações para classificar a 

interação entre elas. 

4.3.4. Análise do efeito sinérgico entre as frações  

 O sinergismo entre as frações ativas, observado por meio dos resultados 

da AAT, foi confirmado pelos resultados obtidos pela determinação da CIM das 

combinações das frações AcOEt e HMeOH. Após os cálculos de concentração 

inibitória fracionada (CIF) e índice de concentração inibitória fracionada (ICIF), 

o efeito da interação entre as frações foi classificado como sinergismo, 

aditividade, sem interação ou antagonismo, segundo GOTO et al., 1999. 

 Por meio dos resultados dessa classificação aplicada às frações de 

folhas de P. spruceanum (Tabela 13, pág 47) constatou-se a ausência de 

interação entre as frações AcOEt e HMeOH contra S. aureus. Contra S. aureus 

MARSA, S. saprophyticus, E. faecalis e S. enteritidis, a combinação das 

frações induz um efeito aditivo. Para os demais micro-organismos, existe 

sinergismo entre as frações. 

 Considerando a classificação de Giner et al., 2012, contra os micro-

organismos em que os resultados mostraram sinergismo, as frações que 

isoladas tinham atividade fraca, após combinação passaram a ter atividade de 

forte a moderada.  

 Em relação a alguns micro-organismos, contra os quais uma das frações 

não possuía atividade nem na maior concentração (80 mg/mL), a combinação 

das frações possui atividade moderada. Como por exemplo, contra C. albicans, 

as frações isoladas não possuem atividade, mas devido ao sinergismo, a 

combinação das frações AcOEt e HMeOH possui atividade fraca.  

Em relação às frações de galhos (Tabela 14, pág. 48), não esiste 

interação das frações para E. faecalis e efeito aditivo para S. aureus, S. aureus 

MARSA, S. saprophyticus e S. enteritidis. Para os demais micro-organismos, 

os resultados indicaram sinergismo. 

Da mesma forma que para as frações de folhas, a combinação das 

frações AcOEt e HMeOH apresentam melhor atividade que as frações isoladas, 

passando de atividade fraca a moderada a atividade moderada a forte.  
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Tabela 13: Interação da atividade antimicrobiana entre as frações acetato de etila 

(AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de folhas de Protium spruceanum. 

Micro-organismo Amostra  
CIM (mg/mL) 

CIF ICIF Interação 
Sozinho Combinado 

S. aureus 
AcOEt 2,5 0,312 0,125 

1,125 Sem interação 
HMeOH 0,312 0,312 1,000 

S. aureus MARSA 
AcOEt 2,5 0,312 0,125 

0,624 Aditividade 
HMeOH 0,625 0,312 0,499 

S. saprophyticus 
AcOEt 0,625 0,312 0,499 

0,624 Aditividade 
HMeOH 2,5 0,312 0,125 

L. monocytogenes 
AcOEt 40 0,625 0,016 

0,031 Sinergismo 
HMeOH 40 0,625 0,016 

E. faecalis 
AcOEt 2,5 1,25 0,500 

0,531 Aditividade 
HMeOH 40 1,25 0,031 

E. faecium 
AcOEt 80 2,5 0,031 

0,063 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

E. aerogenes 
AcOEt 80 2,5 0,031 

0,031 Sinergismo 
HMeOH - 2,5 - 

P. mirabilis 
AcOEt 80 0,625 0,008 

0,016 Sinergismo 
HMeOH 80 0,625 0,008 

S. typhimurium 
AcOEt 80 0,625 0,008 

0,016 Sinergismo 
HMeOH 80 0,625 0,008 

S. sonnei 
AcOEt 80 2,5 0,031 

0,156 Sinergismo 
HMeOH 20 2,5 0,125 

S. flexneri 
AcOEt 80 0,625 0,008 

0,039 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

E. coli 
AcOEt - 2,5 - 

0,031 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

E. coli EPEC 
AcOEt - 2,5 - 

0,031 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

S. pyogenes 
AcOEt 80 2,5 0,031 

0,281 Sinergismo 
HMeOH 10 2,5 0,250 

P. aeruginosa 
AcOEt 40 1,25 0,031 

0,047 Sinergismo 
HMeOH 80 1,25 0,016 

P. rettgeri 
AcOEt 40 0,625 0,016 

0,047 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

K. pneumoniae 
AcOEt 80 1,25 0,016 

0,141 Sinergismo 
HMeOH 10 1,25 0,125 

K. oxytoca 
AcOEt 80 0,625 0,008 

0,039 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

S. enteritidis 
AcOEt 1,25 0,625 0,500 

0,625 Aditividade 
HMeOH 5 0,625 0,125 

C. albicans 
AcOEt - 5 -  Sinergismo 

HMeOH - 5 -  
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Tabela 14: Interação da atividade antimicrobiana entre as frações acetato de etila 

(AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de galhos de Protium spruceanum 

Micro-organismo Amostra 
CIM (mg/mL) 

CIF ICIF Interação 
Sozinho Combinado 

S. aureus 
AcOEt 1,25 0,625 0,5 

1 Aditividade 
HMeOH 1,25 0,625 0,5 

S. aureus MARSA 
AcOEt 0,312 0,156 0,5 

0,625 Aditividade 
HMeOH 1,25 0,156 0,125 

S. saprophyticus 
AcOEt 0,312 0,156 0,5 

1 Aditividade 
HMeOH 0,312 0,156 0,5 

L. monocytogenes 
AcOEt 5 0,625 0,125 

0,155 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

E. faecalis 
AcOEt 2,5 1,25 0,5 

1,5 Sem interação 
HMeOH 1,25 1,25 1 

E. faecium 
AcOEt 40 1,25 0,031 

0,047 Sinergismo 
HMeOH 80 1,25 0,016 

E. aerogenes 
AcOEt 40 2,5 0,062 

0,062 Sinergismo 
HMeOH - 2,5 - 

P. mirabilis 
AcOEt - 0,625 - 

0,008 Sinergismo 
HMeOH 80 0,625 0,008 

S. typhimurium 
AcOEt - 0,625 - 

0,008 Sinergismo 
HMeOH 80 0,625 0,008 

S. sonnei 
AcOEt 20 2,5 0,125 

0,25 Sinergismo 
HMeOH 20 2,5 0,125 

S. flexneri 
AcOEt 10 0,625 0,062 

0,062 Sinergismo 
HMeOH - 0,625 - 

E. coli 
AcOEt 20 2,5 0,125 

0,155 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

E. coli EPEC 
AcOEt 20 2,5 0,125 

0,155 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

S. pyogenes 
AcOEt 20 2,5 0,125 

0,155 Sinergismo 
HMeOH 80 2,5 0,031 

P. aeruginosa 
AcOEt 10 0,625 0,062 

0,093 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

P. rettgeri 
AcOEt 10 0,625 0,062 

0,093 Sinergismo 
HMeOH 20 0,625 0,031 

K. pneumoniae 
AcOEt 10 2,5 0,025 

0,025 Sinergismo 
HMeOH - 2,5 - 

K. oxytoca 
AcOEt 5 0,625 0,125 

0,125 Sinergismo 
HMeOH - 0,625 - 

S. enteritidis 
AcOEt 1,25 0,625 0,5 

1 Aditividade 
HMeOH 1,25 0,625 0,5 

C. albicans 
AcOEt - 20 - 

- Sinergismo 
HMeOH - 20 - 
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 O sinergismo, observado entre componentes vegetais ou entre produtos 

naturais e antibióticos padrões, tem sido relatado e é considerado como uma 

estratégia contra micro-organismos resistentes. Os efeitos farmacológicos de 

extratos vegetais resultam da existência de diferentes classes de compostos 

com diversos mecanismos de ação. A interação entre compostos pode 

amplificar ou potencializar a ação farmacológica, apresentando vantagem 

sobre a monoterapia (TOMÁS-MENOR et al.,2015; NCUBE et al., 2012). 

 Com objetivo de identificar os compostos majoritariamente responsáveis 

pela atividade antimicrobiana de folhas e galhos de P. spruceanum, foram 

realizados estudos fitoquímicos dos extratos e frações. 

 

4.4. Análises fitoquímicas 

 

4.4.1. Prospecção fitoquímica 

 

 Através da prospeção fitoquímica, foi possível identificar nos EEBs de 

folhas e galhos de P. spruceanum a presença das classes de metabólitos 

secundários: cumarinas, flavonoides, taninos, terpernóides e ácidos graxos. 

Sendo que, terpenoides e ácidos graxos, compostos de menor polaridade, 

estão presentes nas frações hexânicas (Hex). Flavonoides e taninos, mais 

polares, foram encontrados nas frações acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólica (HMeOH) e cumarinas estão presentes nas frações acetato de 

etila (AcOEt). Dentre os metabólitos pesquisados, não foram observados 

resultados positivos para antraquinonas e alcalóides (Tabela 15, pág. 50). 
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Tabela 15: Classes de metabólitos detectadas nos extratos etanólicos brutos (EEBs), 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólica (HMeOH) de folhas e galhos de Protium 

spruceanum 

 
Folhas  Galhos  

EEB Hex AcOEt HMeOH EEB Hex AcOEt HMeOH 

Antraquinonas - - - - - - - - 

Alcalóides - - - - - - - - 

Cumarinas + - + - + - + - 

Flavonoides + - + + + - + + 

Taninos + - + + + - + + 

Terpenóides + + - - + + - - 

Ácidos graxos + + - - + + - - 

(-): não detectado; (+): detectado 

 

A análise da atividade antimicrobiana das frações obtidas por partição 

líquido-líquido direciona a descoberta das classes de metabólitos responsáveis 

pela atividade biológica (FILHO & YUNES, 1998).  

As frações de média e alta polaridade (AcOEt e HMeOH) de folhas e 

galhos de P. spruceanum foram as de maior porcentagem de atividade 

antimicrobiana (%AA) e maior atividade antimicrobiana total (AAT), em relação 

à fração menos polar (Hex) (item 4.3.3, pág. 36).  

Dessa forma, atribuiu-se a atividade antimicrobiana, dos EEBs de folhas 

e galhos dessa espécie, principalmente a compostos de maior polaridade, 

incluindo cumarinas, flavonoides e taninos detectados por meio da prospecção 

fitoquímica dessas frações. 

 Essas classes de metabólitos detectadas estão entre os maiores grupos 

que são responsáveis pela atividade antimicrobiana de plantas (GYAWALIA & 

IBRAHIM, 2014). 

No entanto, deve-se destacar que é importante considerar outras 

classes que não foram pesquisadas nessa prospecção e são necessários mais 

estudos para definir os compostos ativos. 
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4.4.2. Teor de compostos fenólicos totais  

 

 Os teores de compostos fenólicos foram determinados através da 

interpolação das medidas de absorbância das amostras com a curva de 

calibração de ácido gálico (Eq 6). 

 

y= 0,0002x + 0,0652     r2: 0,9935   (Eq 6) 

 

A partir dos resultados de teor de compostos fenólicos totais dos EEBs e 

frações de folhas e galhos de P. spruceanum (Tabela 16 e Gráfico 4, pág. 51 e 

52), observou-se que o EEB de galhos possui maior teor de fenólicos que o 

EEB de folhas.  

As variações na concentração de metabólitos secundários entre partes 

vegetais são frequentemente relatadas e ocorre devido às diferenças de 

metabolismo dos órgãos vegetais (GOBBO-NETO & LOPES, 2006; 

CHUNLONG et al., 2008; SALEM et al., 2013; IAMSAARD et al., 2014). 

 Compostos fenólicos, de ambos os extratos, concentraram-se nas 

frações AcOEt e HMeOH e as frações Hex são as de menor teor desses 

compostos.  Esses resultados devem-se ao fato de que a maioria dos 

compostos fenólicos é de média a alta polaridade, como flavonoides, taninos e 

ácidos fenólicos (FILHO & YUNES, 1998).  

Tabela 16: Teor de compostos fenólicos totais dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e 

frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de 

folhas e galhos de Protium spruceanum 

Amostra EAG/ g * 

Folhas 

EEB 74,31 ± 7,05 
Hex 43,11 ± 6,30 

AcOEt 86,18 ± 5,18 
HMeOH 71,74 ± 11,36 

Galhos 

EEB 103,06 ± 3,91 
Hex 12,81 ± 7,10 

AcOEt 119,79 ± 12,27 
HMeOH 101,57 ± 7,67 

*equivalentes de ácido gálico por g de amostra - média ± desvio 
padrão. Método Folin-Ciocauteu. 
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Gráfico 4: Teor de compostos fenólicos totais em equivalentes de ácido gálico (EAG) 

por grama dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações hexânicas (Hex), acetato 

de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium 

spruceanum.  
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  Compostos fenólicos, em geral, estão entre os principais metabólitos 

vegetais secundários que possuem atividade antimicrobiana.  O teor desses 

compostos está relacionado com a atividade antimicrobiana de algumas 

espécies vegetais, como Nephelium lappaceum (THITILERTDECHA et al., 

2008). 

 Através dos cálculos estatísticos de correlação de Spearman, entre o 

teor de compostos fenólicos totais e atividade antimicrobiana total (AAT), 

observou-se que existe correlação significante (p<0,05) relacionada a E. 

faecalis e S. enteritidis (Tabela 17, pág. 55). Mesmo com a falta de significância 

estatística, existe correlação forte ou moderada para 90% dos micro-

organismos.  Dessa forma, não se pode atribuir a atividade antimicrobiana de 

folhas e galhos de P. spruceanum majoritariamente aos compostos fenólicos 

em geral, porém esses compostos estão relacionados a essa atividade.  
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Tabela 17: Resultados de correlação de Spearman entre teor de compostos fenólicos 

totais e atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e 

frações hexânicas (Hex), acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de 

folhas e galhos de Protium spruceanum 

Micro-organismo n 1 rs
2 Correlação 3 p4 

S. aureus 8 0,6 Moderada 0,15 

S. aureus MARSA 8 0,6 Moderada 0,08 

S. saprophyticus 8 0,7 Forte 0,06 

L. monocytogenes 8 0,7 Forte 0,06 

E. faecalis 8 0,7 Forte 0,04* 

E. faecium 8 0,6 Moderada 0,11 

E. aerogenes 8 0,6 Moderada 0,13 

P. mirabilis 8 0,6 Moderada 0,10 

S. typhimurium 8 0,3 Fraca 0,46 

S. sonnei 8 0,5 Moderada 0,22 

S. flexneri 8 0,5 Moderada 0,20 

E. coli 8 0,5 Moderada 0,17 

E. coli EPEC 8 0,5 Moderada 0,17 

S. pyogenes 8 0,5 Moderada 0,17 

P. aeruginosa 8 0,6 Moderada 0,11 

P. rettgeri 8 0,6 Moderada 0,10 

 K. pneumoniae 8 0,5 Moderada 0,21 

K. oxytoca 8 0,6 Moderada 0,15 

S. enteritidis 8 0,7 Forte 0,04* 

C. albicans 8 0,3 Fraca 0,46 

1- n: número de amostras; 2- rs: coeficiente de correlação de Spearman; 3- 
Classificação da correlação: 0,0 ≤ rs < 0,5: fraca; 0,5 ≤ rs < 0,7: moderada; 0,7 ≤ rs ≤ 
1,0: forte. 4- significância estatística: p<0,05*. 
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4.4.3. Teor de flavonoides totais  

 

Os teores de flavonoides totais foram determinados através da 

interpolação das medidas de absorbância das amostras com a curva de 

calibração de quercetina (Eq 7) e rutina (Eq 8). 

 

Quercetina:     y= 0,0299x + 0,0058     r2: 0,9997   (Eq 7) 

Rutina:            y= 0,0111x + 0,0212     r2: 0,9946   (Eq 8) 

 

Os resultados de teor de flavonoides totais dos EEBs e frações AcOEt e 

HMeOH de folhas e galhos de P. spruceanum estão listados na Tabela 18 

(pág. 54) e nos Gráficos 5 e 6 (pág. 55). Observa-se que o EEB de folhas 

possui maior teor de flavonoides que o EEB de galhos. Em ambos os extratos, 

os flavonoides concentraram-se mais na fração AcOEt.  

   

Tabela 18: Teor de flavonoides totais dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium 

spruceanum 

Amostra mg de EQ/g * ER/g** 

Folhas 

EEB 17,98 ± 2,64 47,87 ± 7,12 

AcOEt 19,03 ± 0,40 50,73 ± 1,08 

HMeOH 16,70 ± 0,94 44,43 ± 2,53 

Galhos 

EEB 2,49 ± 0,42 6,14 ± 1,15 

AcOEt 9,51 ± 0,61 25,06 ± 1,64 

HMeOH 2,38 ± 0,25 5,85 ± 0,66 

*equivalentes de quercetina por g de amostra - média ± desvio padrão; **equivalentes de 
rutina por g de amostra - média ± desvio padrão. Método colorimétrico de cloreto de 
alumínio. 
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Gráfico 5: Teor de flavonoides totais em equivalentes de quercetina (EQ) por grama 

dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum.  
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Gráfico 6: Teor de flavonoides totais em equivalentes de rutina (ER) por grama dos 

extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum. 
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A atividade antimicrobiana de diversos flavonoides, relatada na literatura, 

é atribuída a mecanismos de ação como: inibição da síntese de ácidos 

nucleicos, desestabilização da membrana citoplasmática e inibição do 

metabolismo energético (CUSHNIE & LAMB, 2005).  

Através dos cálculos estatísticos de correlação de Spearman, entre o 

teor de flavonoides totais e atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos e 

frações, observa-se correlação moderada para 60% dos micro-organismos, 

porém não significante (p<0,05) (Tabela 19, pág. 56). Dessa forma, também 

não se atribuiu a atividade antimicrobiana de folhas e galhos de P. spruceanum 

majoritariamente a flavonoides. 
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Tabela 19: Resultados de correlação de Spearman entre teor de flavonoides e 

atividade antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium 

spruceanum 

Micro-organismo n 1 rs
2 Correlação 3 p4 

S. aureus 8 0,5 Moderada 0,22 

S. aureus MARSA 8 0,5 Moderada 0,20 

S. saprophyticus 8 0,4 Fraca 0,30 

L. monocytogenes 8 0,4 Fraca 0,30 

E. faecalis 8 0,4 Fraca 0,33 

E. faecium 8 0,6 Forte 0,11 

E. aerogenes 8 0,5 Moderada 0,20 

P. mirabilis 8 0,5 Moderada 0,22 

S. typhimurium 8 0,4 Fraca 0,27 

S. sonnei 8 0,6 Moderada 0,15 

S. flexneri 8 0,6 Moderada 0,11 

E. coli 8 0,4 Fraca 0,33 

E. coli EPEC 8 0,4 Fraca 0,33 

S. pyogenes 8 0,5 Moderada 0,17 

P. aeruginosa 8 0,5 Moderada 0,17 

P. rettgeri 8 0,5 Moderada 0,20 

K. pneumoniae 8 0,6 Moderada 0,13 

K. oxytoca 8 0,6 Moderada 0,15 

S. enteritidis 8 0,5 Moderada 0,20 

C. albicans 8 0,2 Fraca 0,62 

1- n: número de amostras; 2- rs: coeficiente de correlação de Spearman; 3- 
Classificação da correlação: 0,0 ≤ rs < 0,5: fraca; 0,5 ≤ rs < 0,7: moderada; 0,7 ≤ rs 
≤ 1,0: forte.4- significância estatística: p<0,05. 
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4.4.4. Teor de taninos totais 
 

 Os teores de taninos totais determinados usando o método de 

vanilina/ácido clorídrico foram foram estabelecdos por meio da interpolação das 

medidas de absorbância das amostras com a curva de calibração da catequina 

(Eq 9). 

 

     y= 0,0023x - 0,0053     r2: 0,9938   (Eq 9) 

 

Os resultados obtidos utilizando o método de adsorção por gelatina 

foram determinados através da interpolação com a curva de calibração do 

ácido tânico (Eq 10). 

 

     y= 0,0004x - 0,2726     r2: 0,9924   (Eq 10) 

 

Os resultados de teor de taninos totais dos EEBs e frações de folhas e 

galhos de P. spruceanum estão representados na Tabela 20 (pág. 57) e nos 

Gráficos 7 e 8 (pág. 58). Observou-se que, nos resultados obtidos pelas duas 

metodologias, o EEB de galhos possui maior teor de taninos que o EEB de 

folhas.  

  

Tabela 20: Teor de taninos totais dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações 

acetato de etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium 

spruceanum 

Amostra 
Método vanilina/HCl 

EC/g1 
Método adsorção  

EAT/g2 

Folhas 

EEB 133,88 ± 10,32 510,74 ± 21,05 

AcOEt 14,59 ± 2,30 561,74 ± 16,20 

HMeOH 156,19 ± 1,09 18,05 ± 4,66 

Galhos 

EEB 624,63 ± 20,09 709,66 ± 28,43 

AcOEt 527,77 ± 12,56 389,35 ± 26,58 

HMeOH 151,89 ± 0,80 140,81 ± 18,51 
1equivalentes de catequina por g de amostra - média ± desvio padrão, determinado pelo método 
de vanilina/ácido clorídrico; 2equivalentes de ácido tânico por g de amostra - média ± desvio 
padrão, determinado pelo método de adsorção por gelatina 
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Gráfico 7: Teor de taninos totais em equivalentes de catequina (EC) por grama dos 

extratos etanólicos Brutos (EEBs) e frações acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum, determinado 

pelo método vanilina/ácido clorídrico. 
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Gráfico 8: Teor de taninos totais em equivalentes de ácido tânico (EAT) por grama 

dos  extratos etanólicos Brutos (EEBs) e frações acetato de etila (AcOEt) e 

hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum, determinado 

pelo método de adsorção por gelatina. 
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Através da metodologia de vanilina/HCl, os taninos presentes no EEB de 

folhas estavam mais concentrados na fração HMeOH, já no EEB de galhos a 

fração AcOEt possui maior teor. Para confirmar esse resultado foi realizada a 

metodologia de adsorção por gelatina que é mais específica para taninos. Por 

meio dos resultados verificou-se que nos dois extratos a maior concentração de 

taninos está na fração AcOEt, sugerindo que a maioria dos taninos de P. 

spruceanum tem baixa polaridade. O maior teor de taninos em extratos de 

menor polaridade já foi relatado para outras espécies. 
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Por exemplo, na extração consecutiva de folhas de Galla chinensis 

(Pemphigidae) com solventes de polaridade crescente, a maior quantidade de 

taninos (91,5% do total) foi obtida utilizando éter e acetato de etila. Teores 

menores (8,5%) foram encontrados nos extratos mais polares (etanol e água). 

Essa concentração de taninos foi atribuída à presença de taninos de baixa 

polaridade (TIAN et al., 2009). 

O maior teor de taninos totais no extrato acetato de etila também foi 

encontrado na extração de cascas de Uncaria gambir (Rubiaceae). O extrato 

obtido com acetato de etila possui a maior porcentagem de taninos 

condensados (93,12%) em relação aos extratos metanólico (75,35%) e aquoso 

(66,96%) (KASSIM et al., 2011). 

Taninos condensados oligoméricos de baixo peso molecular, como 

procianidinas tipo B, são solúveis em acetato de etila (KARCHESY & 

HEMINGWAY, 1986). A fração acetato de etila obtida por partição do extrato 

etanólico de folhas de Combretum mucronatum (Combretaceae) é rica em 

procianidinas B enquanto procianidinas de alto peso molecular (tipos C e D) 

foram identificadas na fração aquosa (KISSEIH et al., 2015).   

Esses relatos de maior concentração de taninos em extratos acetato-

etilênicos e presença de taninos de menor polaridade corroboram com os 

resultados encontrados no presente estudo.   

Através dos cálculos estatísticos de correlação de Spearman, entre o 

teor de taninos totais e atividade antimicrobiana total (AAT), observou-se que 

existe correlação forte positiva e significante (p<0,05) para 85% dos micro-

organismos testados, com os resultados obtidos pelo método vanilina/HCl. Já 

pelo método de adsorção por gelatina, observa-se coorrelação forte positiva 

para 75% e significante apenas para 50% (Tabela 21, pág. 60).  

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão 
 

60 

 

 

 

Tabela 21: Resultados de correlação de Spearman entre teor de taninos e atividade 

antimicrobiana total (AAT) dos extratos etanólicos brutos (EEBs) e frações acetato de 

etila (AcOEt) e hidrometanólicas (HMeOH) de folhas e galhos de Protium spruceanum 

Micro-organismo  

 Método vanilina/HCl Método adsorção 

n1 rs
2 Correlação3 p4 rs

2 Correlação3 p4 

S. aureus 8 0,8 Forte 0,01* 0,7 Forte 0,07 

S. aureus MARSA 8 0,8 Forte 0,02* 0,7 Forte 0,06 

S. saprophyticus 8 0,8 Forte 0,03* 0,7 Forte 0,04* 

L. monocytogenes 8 0,8 Forte 0,03* 0,7 Forte 0,04* 

E. faecalis 8 0,8 Forte 0,01* 0,7 Forte 0,04* 

E. faecium 8 0,7 Forte 0,04* 0,7 Forte 0,04* 

E. aerogenes 8 0,5 Moderada 0,20 0,8 Forte 0,01* 

P. mirabilis 8 0,8 Forte 0,01* 0,7 Forte 0,06 

S. typhimurium 8 0,6 Moderada 0,15 0,6 Moderada 0,10 

S. sonnei 8 0,7 Forte 0,04* 0,6 Moderada 0,10 

S. flexneri 8 0,7 Forte 0,07 0,7 Forte 0,04* 

E. coli 8 0,7 Forte 0,04* 0,6 Moderada 0,15 

E. coli EPEC 8 0,7 Forte 0,04* 0,6 Moderada 0,15 

S. pyogenes 8 0,8 Forte 0,03* 0,7 Forte 0,08 

P. aeruginosa 8 0,8 Forte 0,04* 0,7 Forte 0,07 

P. rettgeri 8 0,8 Forte 0,02* 0,7 Forte 0,06 

K. pneumoniae 8 0,7 Forte 0,04* 0,7 Forte 0,04* 

K. oxytoca 8 0,7 Forte 0,04* 0,8 Forte 0,04* 

S. enteritidis 8 0,7 Forte 0,08 0,8 Forte 0,02* 

C. albicans 8 0,4 Fraca 0,27 0,6 Moderada 0,08 

 
1- n: número de amostras; 2- rs: coeficiente de correlação de Spearman; 3- 
Classificação da correlação: 0,0 ≤ rs < 0,5: fraca; 0,5 ≤ rs < 0,7: moderada; 0,7 ≤ rs ≤ 
1,0: forte.4- significância estatística: p<0,05. 

 
 

A atividade antimicrobiana dos extratos e frações é maior quanto maior é 

seu teor de taninos totais, em relação à maioria dos micro-organismos. Dessa 
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forma, atribuiu-se a atividade antimicrobiana de folhas e galhos de P. 

spruceanum majoritariamente aos taninos. 

Os mecanismos de ação dos taninos condensados e hidrolisáveis são 

diversos, incluindo: desestabilização da membrana citoplasmática, inibição de 

enzimas e principalmente inibição do metabolismo por quelação com metais 

como zinco e ferro (DAGLIA, 2012). 

É importante destacar que para os outros teores determinados (fenólicos 

e flavonoides) também foi observada uma correlação moderada positiva, 

apesar de não significativa. A atividade pode ser resultante de uma ação 

sinérgica entre esses metabólitos.  Além disso, outras classes de metabólitos 

não pesquisadas e a não especificidade da metodologia utilizada também 

devem ser consideradas. 

A diferença de significância entre os resultados das duas metodologias 

para determinação de taninos totais é atribuída à baixa especificidade do 

método vanilina/HCl. Esse método envolve a reação de um aldeído aromático 

(vanilina) com um anel aromático metasubstituído gerando um produto de 

coloração vermelha (Figura 10, pág. 61). Qualquer polifenólico 

apropriadamente substituído reage nesse teste, como flavonóides 

(HAGERMAN, 2002). 

 

Figura 10: Reação de catequina com vanilina no método vanilina/HCl para 

determinação de taninos toatais (HAGERMAN, 2002). 
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4.4.5. Análises por cromatografia gasosa acoplada a  espectrometria de 

massas (CG/EM) 

 

 Os constituintes voláteis dos extratos e frações de P. spruceanum foram 

analizados por CG/EM e identificados utilizando a biblioteca de espectros de 

massas NIST/2.0. Foram excluídos da discussão os picos associados a 

contaminantes, como ftalatos e compostos de sílica. 

  Através das análises por CG/EM foi possível identificar 16 constituintes 

voláteis do EEB de folhas de P. spruceanum (Figura 11 e Tabela 22, pág 62 e 

63). Os constituintes majoritários foram o palmitato de metila (13,65%), 

linolenato de metila (12,89%) e a vitamina E (7,31%) (Figura 12, pág 64).   

 

Figura 11: Cromatograma do extrato etanólico bruto (EEB) de folhas de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 
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Tabela 22: Constituintes voláteis do extrato etanólico bruto (EEB) de folhas de Protium 

spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nº tr (min) Constituintes % 

1 9,424 Cariofileno 3,55 

2 12,795 (-)-Spatulenol 3,10 

3 15,813 3,4,5-trimetoxi-benzoato de metila 4,02 

4 18,269 5-Eicosene, (E)- 1,60 

5 18,993 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 2,03 

6 19,862 Palmitato de metila (hexadecanoato de metila) 13,65 

7 21,155 Palmitato de etila (hexadecanoato de etila) 1,02 

8 22,772 
Linoleato de metila  

(9,12-octadecadienoato de metila) 
4,89 

9 22,868 
Linolenato de metila  

(9,12,15-octadecatrienoato de metila) 
12,89 

10 23,030 Fitol 4,67 

11 23,227 Estearato de metila (octadecenoato de metila) 2,67 

12 29,803 Esqualeno 1,35 

13 32,462 Vitamina E 7,31 

14 34,827 β-sitosterol 2,89 

15 35,384 β-amirina 4,23 

16 36,091 α-amirina 2,92 
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Figura 12: Constituintes voláteis majoritários do extrato etanólico bruto (EEB) de 

folhas de P. spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM): 22- palmitato de metila (13,65%), 23- linolenato 

de metila (12,89%) e 24- vitamina E (7,31%). 

 

         

 
 

 A maioria dos constituintes voláteis do EEB de folhas de P. spruceanum 

já foi identificada em outras espécies da família Burseraceae. Como por 

exemplo, o majoritário palmitato de metila, um éster do ácido palmítico que está 

presente nos óleos essenciais de frutos, folhas, sementes e cascas de Protium 

confusum. Esses óleos essenciais dessa espécie apresentam atividade 

antimicrobiana (SANTANA et al., 2009).  

 Na fração hexânica de folhas de P. spruceanum foram identificados 16 

constituintes voláteis (Figura 13 e Tabela 23, pág. 65). Os constituintes 

majoritários foram β-amirina (24,45%) e α-amirina (24,10%) (Figura 14, pág. 

66).   

A mistura de β e α-amirinas já foi isolada da fração hexânica de folhas 

de P. spruceanum e são responsáveis por sua atividade anti-inflamatória 

(RODRIGUES et al., 2013). 
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Figura 13: Cromatograma da fração hexânica (Hex) de folhas de P. spruceanum 

obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)  

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 

 

Tabela 23: Constituintes voláteis da fração hexânica (Hex) de folhas de Protium 

spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM)  

Nº tr (min) Constituinte % 

1 12,777 (-)-Espatulenol 0,47 

2 18,993 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 1,22 

3 21,161 Palmitato de etila 2,21 

4 23,030 Fitol 0,55 

5 23,688 Linolenato de etila 0,71 

6 23,772 Linoleato de etila 1,41 

7 24,084 Estearato de etila 0,47 

8 29,803 Esqualeno 0,95 

9 32,174 Estigmastan-3,5-dieno 1,31 

10 32,474 Vitamina E 2,56 

11 34,869 γ-Sitosterol 1,45 

12 34,947 Lanosterol 1,06 

13 35,450 β-amirina 24,45 

14 36,181 α-amirina 24,10 

15 37,013 Estigmast-4-en-3-ona 0,53 

16 38,546 Friedelan-3-ona 0,62 
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Figura 14: Constituintes voláteis majoritários da fração hexânica (Hex) de folhas de 

Protium spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM): 25- β-amirina (24,45%) e 26- α-amirina (24,10%). 

 

                  

Na fração acetato de etila de folhas de P. spruceanum foram 

identificados somente quatro constituintes voláteis (Figura 15 e Tabela 24, pág 

66 e 67). O constituinte majoritário foi o adipato de bis(2-etil-hexila) (53,46%) 

(Figura 16, pág. 67).   

 

Figura 15: Cromatograma da fração acetato de etila (AcOEt) de folhas de   Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM)  

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 
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Tabela 24: Constituintes voláteis da fração acetato de etila (AcOEt) de folhas de 

Protium spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM)  

Nº tr (min) Constituintes % 

1 12,789 (-)- Espatulenol 3,33 

2 26,281 
Adipato de bis(2-etil-hexila) 
(hexanedioato de bis(2-etil-hexila)  53,46 

3 35,384 β-amirina 8,24 

4 36,097 α-amirina 7,93 

 

Figura 16: Constituinte volátil majoritário da fração acetato de etila (AcOEt) de folhas 

de P. spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massas (CG/EM): 27- adipato de bis(2-etil-hexila) (53,46%). 

 

 

O adipato de bis(2-etil-hexila) éster ainda não foi relatado em espécies 

da família Burseraceae, mas já foi identificado em extratos de raízes de Stellera 

chamaejasme. Essa espécie é da família Thymelaeaceae e possui atividade 

antifúngica (BAI et al., 2012). 

 Na fração hidrometanólica de folhas de P. spruceanum foram 

identificados quatro constituintes voláteis (Figura 17 e Tabela 25, pág. 68). Os 

constituintes majoritários foram o benzoato de metila (46,99%) e o palmitato de 

metila (Figura 18, pág. 69).  Este último também é um dos costituintes 

majoritários do EEB de folhas.  
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Figura 17: Cromatograma da fração hidrometanólica (HMeOH) de folhas de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM). 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 

 

Tabela 25: Constituintes voláteis da fração hidrometanólica (HMeOH) de folhas de P. 

spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM)  

Nº tr (min) Constituinte % 

1 3,710 Benzoato de metila 46,99 

2 15,011 α-bisabolol 1,23 

3 19,862 Palmitato de metila 10,80 

4 23,227 Estearato de metila 1,17 
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Figura 18: Constituinte volátil majoritário da fração acetato de etila (AcOEt) de folhas 

de P. spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massas (CG/EM): 28- benzoato de metila (46,99%). 

28

O

O

 

 

O ácido benzoico já foi identificado no óleo essencial de folhas de 

Protium unifoliolatum (ZOGHBI et al., 1993). 

 Para o EEB de galhos de P. spruceanum, através das análises por 

CG/EM, foi possível identificar oito constituintes voláteis (Figura 19 e Tabela 

26, pág. 69 e 70). Os constituintes majoritários foram α-amirina (21,88%) e β-

amirina (18,20%) (Figura 14, pág. 66).   

 

Figura 19: Cromatograma do extrato etanólico bruto (EEB) de galhos de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 
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Tabela 26: Constituintes voláteis do extrato etanólico bruto (EEB) de galhos de 

Protium spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM)  

Nº tr (min) Constituintes % 

1 19,862 Palmitato de metila 13,70 

2 21,161 Palmitato de etila 1,17 

3 22,784 Linoleato de metila 13,34 

4 22,874 Linolenato de metila 14,06 

5 23,227 Estearato de metila 2,21 

6 34,845 β-sitosterol  3,44 

7 35,408 β-amirina 18,20 

8 36,127 α-amirina 21,88 

 

Todos esses compostos também foram identificados no EEB de folhas. 

Porém, o EEB de galhos possui como constituintes majoritários α- e β-amirina. 

 Na fração hexânica de galhos de P. spruceanum foram identificados 21 

constituintes voláteis (Figura 20 e Tabela 27, pág. 71 e 72). Os constituintes 

majoritários também foram α-amirina (24,49%) e β-amirina (23,28%) (Figura 

14, pág. 66).   
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Figura 20: Cromatograma da fração hexânica (Hex) de galhos de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 
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Tabela 27: Constituintes voláteis da fração hexânica (Hex) de galhos de Protium 

spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM)  

Nº tr (min)  Constituinte  % 

1 9,393 Cariofileno 0,22 

2 12,394 Nerolidol  0,25 

3 12,783 (-)-espatulenol 0,09 

4 21,185 Palmitato de etila 3,68 

5 23,030 Fitol 0,16 

6 23,706 Linoleato de etila 2,68 

7 23,790 Linolenato de etila 3,01 

8 24,090 Estearato de etila 0,61 

9 29,803 Esqualeno 0,24 

10 31,653 γ-tocoferol 0,32 

11 31,983 Hentriacontano 2,57 

12 32,180 Estigmastan-3,5-dieno 1,17 

13 32,486 Vitamina E  0,86 

14 33,647 Campesterol 0,43 

15 34,073 Estigmasterol 0,53 

16 35,013 β-sitosterol 9,42 

17 35,564 β-amirina 23,28 

18 36,366 α-amirina 24,49 

19 37,091 Estigmast-4-en-3-ona 2,01 

20 37,959 Lupeol 0,65 

21 38,636 Friedelan-3-one 2,78 

 

 Na fração acetato de etila de galhos de P. spruceanum foram 

identificados nove constituintes voláteis (Figura 21 e Tabela 28, pág. 73). Os 

constituintes majoritários foram o linolenato de metila (14,33%), palmitato de 

metila (13,79%), linoleato de metila (13,50%) e α-amirina (11,91%) (Figura 12 e 

14, pág. 64 e 66). 
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Figura 21: Cromatograma da fração acetato de etila (AcOEt) de galhos de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290°C. 
 

Tabela 28: Constituintes voláteis da fração acetato de etila (AcOEt) de galhos de 

Protium spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM)  

Nº tr (min) Constistuinte % 

1 13,79 Palmitato de metila 13,79 

2 22,784 Linoleato de metila 13,50 

3 22,880 Linolenato de metila 14,33 

4 23,227 Estearato de metila 2,54 

5 23,688 Linoleato de etila 1,38 

6 23,766 Linolenato de etila 1,31 

7 34,845 β-sitosterol 5,78 

8 35,402 β-amirina 9,87 

9 36,127 α-amirina 11,91 

 

  Na fração hidrometanólica de galhos de P. spruceanum foram 

identificados quatro constituintes voláteis (Figura 22 e Tabela 29, pág. 74). Os 

constituintes majoritários foram o 4-propil-fenol (7,47%) e o palmitato de metila 

(6,60%) (Figuras 12 e 23, pág. 64 e 75).   
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Figura 22: Cromatograma da fração hidrometanólica (HMeOH) de galhos de Protium 

spruceanum obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG/EM) 

 

Condições de análise = Gás de arraste: hélio; Vazão: 1,4 mL/min; Coluna: HP-5MS 5% fenil 
metil silox; Temperatura da coluna: 100-290 °C. 

 

Tabela 29: Compostos voláteis da fração hidrometanólica (HMeOH) de galhos de P. 

spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG/EM)  

Nº tr (min)  Composto  % 

1 8,244 4-propil-fenol 7,47 

2 15,011 α-bisabolol 4,69 

3 19,856 Palmitato de metila 6,60 

4 23,227 Estearato de metila 1,89 
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Figura 23: Constituinte volátil majoritário da fração hidrometanólica (HMeOH) de 

galhos de P. spruceanum identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/EM): 29: 4-propil-fenol (7,47%). 

 

 O 4-propil-fenol ainda não tinha sido relatado na família Burseraceae, 

mas já foi identificado em extratos de flores de Cassia javanica, uma espécie 

indiana com atividade antimicrobiana (BHUVANESWARI & 

GOBALAKRISHNAN, 2014). 

 

4.4.6. Análises por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a 

detector de arranjos de diodos e espectrometria de massas 

(CLUE/DAD/EM) 

 

 Visando identificar também os constituintes majorotários não voláteis 

presentes nas frações mais polares (AcOEt e HMeOH), efetuou-se as análises 

através de CLUE/DAD/EM. 

 No cromatograma da fração AcOEt de folhas de P. spruceanum (Figura 

24, pág. 76), extraído em 254 nm, observaram-se três picos majoritários. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão 
 

76 

 

Figura 24: Cromatograma da fração acetato de etila (AcOEt) de folhas de Protium 

spruceanum obtido pela análise em CLUE/DAD/EM, extraído em 254 nm. 

 
Condições de análise = fase móvel: Água e Acetonitrila, Coluna: CSH 130 
C18, Fluxo: 0,3 mL/min. 

  

 Os picos em 2,77; 3,07 e 3,41 min foram selecionados e analisados em 

DAD e EM. 

 O espectro de ultravioleta do pico em 2,77 min (Figura 25, pág. 77) é 

característico de flavonoides. A banda I em 352 nm e a banda II em 268 nm 

indicaram a presença de um flavonol 3-OH substituído (TIBERTI et al., 2007).  
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Figura 25: Espectro no ultravioleta (UV) do pico em 2,77 min da fração AcOEt de 

folhas de P. spruceanum obtido através de CLUE/DADEM-EM  

 

 

 De acordo com o espectro de massas do pico em 2,77 min, no modo 

negativo (Figura 26 A, pág. 78), o sinal de m/z 477,24 foi atribuído ao íon 

molecular [M-1]-. No modo positivo (Figura 26 B, pág. 78), o íon molecular 

[M+1]+ foi relacionado ao sinal de m/z 479,34 e o sinal m/z 303,19 equivalente 

a perda da unidade de açúcar (glicuronil: 176 u). Esses resultados indicaram a 

presença de quercetina-3-O-glicuronídeo. 
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Figura 26: Espectros de massas do pico em 2,77 min da fração AcOEt de folhas de Protium spruceanum obtido através de CLUE/EM: 

 A- negativo e B- Modo positivo 

 

A [M-1]- B 
[M+1]+ - glicuronil 

[M+1]+ 
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Para confirmar a identificação, o sinal de m/z 477 foi selecionado e 

analisado utilizando espectrometria de massas sequenciais (CLUE/DAD/EM-

EM) (Figura 27, pág. 79). 

O padrão de fragmentação demostrado serviu de base para confirmação 

da presença de quercetina-3-O-glicuronídeo, com base no encontrado na 

literatura (Figura 28, pág. 80) (MARTUCCI et al., 2014; RUSTAN et al., 2001). 

 

Figura 27: Espectro de massas do sinal m/z 477 obtido através de CLUE/EM-EM 

Modo negativo 
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Figura 28: Fragmentação proposta para íons de quercetina-3-O-glicuronídeo. 

 

Nos resultados da análise do constituinte de tr = 3,07 min, o espectro no 

ultravioleta (Figura 29, pág. 81) também foi característico de um flavonol 3-OH 

substituído: banda I em 348 nm e a banda II em 264 nm (TIBERTI et al., 2007).  
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Figura 29: Espectro no ultravioleta (UV) do pico em 3,07 min da fração AcOEt 

de folhas de P. spruceanum obtido através de CLUE/DADEM-EM 

 

 

 De acordo com o espectro de massas do pico em 3,07 min, no modo 

negativo (Figura 30 A, pág. 82), o sinal de m/z 447,32 foi atribuído ao íon 

molecular [M-1]-. No modo positivo (Figura 30 B, pág. 82), o íon molecular 

[M+1]+ foi relacionado ao sinal de m/z 449,41 e o sinal m/z 303,26, equivalente 

a perda da unidade de açúcar (ramnose: 146 u). Esses resultados indicaram a 

presença de quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo). 
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Figura 30: Espectros de massas do pico em 3,07 min da fração AcOEt de folhas de P. spruceanum obtido através de CLUE/EM: A- Modo 

negativo e B- Modo positivo 

 

A 
[M-1]- 

B 

[M+1]+ 

[M+1]+ - ramnose 
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Para confirmar a identificação, o sinal de m/z 447 foi selecionado e 

analisado utilizando espectrometria de massas sequenciais (CLUE/DAD/EM-

EM) (Figura 31, pág. 83). 

Pelo padrão de fragmentação demostrado, confirmou-se a presença de 

quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo), com base no encontrado na literatura 

(TIBERTI et al., 2007; RUSTAN et al., 2001) (Figura 32, pág. 84). Esse flavonoide 

já foi isolado do EEB de galhos de P. spruceanum (AMPARO et al., 2014). 

 

Figura 31: Espectro de massas do sinal m/z 447 obtido através de CLUE/EM-EM 

Modo negativo 
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Figura 32: Fragmentação proposta para íons de quercitrina (quercetina-3-O-

ramnosídeo). 

 
 

Nos resultados da análise do pico em 3,41 min, o espectro de 

ultravioleta (Figura 33, pág. 85) também é característico de um flavonol 3-OH 

substituído: banda I em 344 nm e a banda II em 263 nm (TIBERTI et al., 2007).  
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Figura 33: Espectro de ultravioleta (UV) do pico em 3,41 min da fração AcOEt de 

folhas de P. spruceanum obtido através de CLUE/DADEM-EM  

 

 

 De acordo com o espectro de massas do pico em 3,41 min, no modo 

negativo (Figura 34 A, pág. 86), o sinal de m/z 431,31 foi atribuído ao íon 

molecular [M-1]-. No modo positivo (Figura 34 B, pág. 86), o íon molecular 

[M+1]+ foi relacionado ao sinal de m/z 433,34 e o sinal m/z 287,25 equivalente 

a perda da unidade de açúcar (ramnose: 146 u). Esses resultados indicaram a 

presença de campeferol-3-O-ramnosídeo. 
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Figura 34: Espectros de massas do pico em 3,41 min da fração AcOEt de folhas de P. spruceanum obtido através de CLUE/EM: A- Modo 

negativo e B- Modo positivo 

A [M-1]- B [M+1]+ - ramnose 

[M+1]+ 

[2M-1]- 
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Para confirmar a identificação, o sinal de m/z 431 foi selecionado e 

analisado utilizando espectrometria de massas sequenciais (CLUE/DAD/EM-

EM) (Figura 35, pág. 87). 

O padrão de fragmentação demostrado confirmou a presença de 

campeferol-3-O-ramnosídeo, com base com o encontrado na literatura (MARCH 

& MIAO, 2004; RUSTAN et al., 2001) (Figura 36, pág. 88). 

 

Figura 35: Espectro de massas do sinal m/z 431 obtido através de CLUE/EM-EM 

Modo negativo 
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Figura 36: Fragmentação proposta para íons de campeferol-3-O-ramnosídeo. 

 

 

 Através das análises por CLUE/DAD/EM foi possível identificar três 

flavonoides majoritários da fração AcOEt de folhas de P. spruceanum: 

quercetina-3-O-glicuronídeo, quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo) e 

campeferol-3-O-ramnosídeo. 

 Em relação à fração HMeOH de folhas, os resultados indicaram a 

presença de apenas dois compostos majoritários (Figura 37, pág. 89). 
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Figura 37: Cromatograma da fração hidrometanólica (HMeOH) de folhas de P. 

spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM 

 
Condições de análise = fase móvel: Água e Acetonitrila, Coluna: CSH 130 
C18, Fluxo: 0,3 mL/min. 

 

Os picos em 2,77 e 3,09 foram selecionados e analisados utilizando 

DAD e EM. 

 Os espectros no ultravioleta e massas do pico em 2,77 min, foram 

semelhantes aos espectros do mesmo tempo de retenção da fração AcOEt de 

folhas (Figuras 25 a 27, pág. 77 a 79). Assim, identificou-se a presença de 

quercetina-3-O-glicuronídeo. 
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 Os espectros no UV e massas do pico em 3,09 min foram semelhantes 

ao pico em 3,07 min da fração AcOEt (Figuras 29 a 31, pág. 81 a 83), 

identificando a estrutura como quercitrina (quercetina-3-O-ramnosideo). 

 Em relação às análises de galhos, nas análises da fração AcOEt de P. 

spruceanum observou-se a presença de quatro picos majoritários (Figura 42, 

pág. 94). 

 

Figura 38: Cromatograma da fração acetato de etila (AcOEt) de galhos de P. 

spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM 

 
Condições de análise = fase móvel: Água e Acetonitrila, Coluna: CSH 130 
C18, Fluxo: 0,3 mL/min. 

 

 Os picos em 1,89; 2,01; 2,77 e 3,07 min foram selecionados e 

analisados utilizandoas técnicas de DAD e EM. 

 O espectro no UV do pico em 1,89 min apresentou somente uma banda 

em 279 nm (Figura 39, pág. 91).  
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Figura 39: Espectro no UV do pico em 1,89 min da fração AcOEt de galhos de P. 

spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM 

 

 

Sendo a fração AcOEt de galhos rica em taninos (item 4.4.4, pág. 57) e 

diante dos resultados no UV e alto peso molecular do espectro de massas, 

indicou-se presença de um tanino condensado.  

De acordo com o espectro de massas do pico em 1,89 min, no modo 

negativo (Figura 40 A, pág. 92), o sinal de m/z 577,27 foi atribuído ao íon 

molecular [M-1]- e o sinal m/z 289,21 atribuído à quebra do dímero. No modo 

positivo (Figura 40 B, pág. 92), o íon molecular [M+1]+ foi relacionado ao sinal 

de m/z 579,36 e o sinal m/z 291,37 equivalente à quebra do dímero. Esses 

resultados indicaram a presença de um dímero de (epi)catequina 

(procianidina).  
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Figura 40: Espectros de massas do pico em 1,89 min da fração AcOEt de galhos de P. spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM: A- Modo 

negativo e B- Modo positivo 

A B 
[M-1]- 

Quebra do 
dímero 

[M+1]+ 

Quebra do dímero 
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Para confirmar a identificação, o sinal de m/z 577 foi selecionado e 

analisado utilizando espectrometria de massas sequenciais (CLUE/DAD/EM-

EM) (Figura 41, pág. 93). 

O padrão de fragmentação demostrado confirmou a presença de 

procianidina do tipo B, com base na literatura (Figura 42, pág. 94) (CALLEMIEN 

& COLLIN, 2008). 

 

Figura 41: Espectro de massas do sinal m/z 577 obtido através de CLUE/EM-

EM Modo negativo 
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Figura 42: Fragmentação proposta para íons de procianidina tipo B. 
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O espectro no UV do pico em 2,01 min apresentou espectro no UV 

semelhante ao pico da procianidina tipo B: somente uma banda em 279 nm, 

indicando um tanino (Figura 39, pág. 91).  

De acordo com o espectro de massas desse pico em 2,01 min, no modo 

negativo (Figura 43 A, pág. 95), o sinal de m/z 289,15 foi atribuído ao íon 

molecular [M-1]-. No modo positivo (Figura 43 B, pág. 95), o íon molecular 

[M+1]+ foi relacionado ao sinal de m/z 291,37. Esses resultados indicaram a 

presença de (epi)catequina. 
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Figura 43: Espectros de massas do pico em 2,01 min da fração AcOEt de galhos de P. spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM:  

A- Modo negativo e B- Modo positivo 

A B 
[M-1]- 

[M+1]+ 
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Para confirmar a identificação, o sinal de m/z 289 foi selecionado e 

analisado utilizando espectrometria de massas sequenciais (CLUE/DAD/EM-

EM) (Figura 44, pág. 96). 

Por meio do padrão de fragmentação demostrado foi possível confirmar 

a presença de catequina, baseado na literatura (Figura 45, pág. 97) 

(CALLEMIEN & COLLIN, 2008). 

 

Figura 44: Espectro de massas do sinal m/z 289 obtido através de CLUE/EM-

EM Modo negativo 
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Figura 45: Fragmentação proposta para íons de catequina. 
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Os espectros no UV e massas do pico em 2,77 min da fração AcOEt de 

galhos, foram semelhantes aos espectros do constituinte de mesmo tempo de 

retenção das frações de folhas (Figuras 25 a 27, pág. 77 a 79). Dessa forma, 

foi identificada a presença de quercetina-3-O-glicuronídeo. 

 Os espectros no UV e massas do pico em 3,07 min da fração AcOEt de 

galhos, foram semelhantes aos espectros do constituinte de mesmo tempo de 

retenção da fração de folhas (Figuras 29 a 31, pág. 81 a 83). Assim, identificou-

se a presença de quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo). 

 Com resultados das análises de CLUE/DAD/EM-EM da fração AcOEt de 

galhos de P. spruceanum foi identificada a presença dos taninos procianidina 

tipo B e catequina e dos flavonoides quercetina-3-O-glicuronídeo e quercitrina 

(quercetina-3-O-ramnosídeo). 
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 Para a fração HMeOH de galhos não foi possível uma boa separação, 

sob as condições utilizadas (Figura 46, pág. 98). Portanto, nenhuma substância 

foi identificada nesta fração. 

 

Figura 46: Cromatograma da fração hidrometanólica (HMeOH) de galhos de P. 

spruceanum obtido por CLUE/DAD/EM 

 
Condições de análise = fase móvel: Água e Acetonitrila, Coluna: CSH 130 
C18, Fluxo: 0,3 mL/min. 
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4.5. Atividade antimicrobiana de α- e β-amirina 

 Através da avaliação da atividade da mistura de α- e β- amirinas para S. 

saprophyticus e E. aerogenes não foi possível determinar a CIM. A maior 

concentração testada (2,0 mg/mL) inibiu somente 36,0% do crescimento de S. 

saprophyticus e 20,8% de E. aerogenes. Dessa forma, esses triterpenos não 

foram considerados os principais compostos bioativos de P. spruceanum, mas 

podem estar contribuindo para a atividade. 

Por meio das análises por CG/EM foi observado α- e β-amirina como 

componentes majoritários das frações Hex (Tabelas 23 e 27, pág. 65 e 72). 

Essas substâncias juntas representam 48,5% e 47,8% das frações das folhas e 

dos galhos, respectivamente. A baixa atividade antimicrobiana desses 

triterpenos corrobora com os resultados de fraca atividade dessas frações.  

α- e β-amirina também estão presentes nas frações AcOEt (Tabelas 24 

e 28, pág. 67 e 73), porém em menores porcentagens. Essas frações possuem 

efeito aditivo ou sinérgico com as frações HMeOH (Tabelas 13 e 14, pág. 47 e 

48). Devido às porcentagens de atividade bacteriostática de α- e β-amirina 

observadas, foi realiazada uma avaliação do efeito entre a mistura triterpênica 

e a fração HMeOH das folhas. 

Com adição de 25% de mistura de α- e β-amirina na fração HMeOH não 

houve mudança na CIM (0,625 mg/mL) dessa fração para S. saprophyticus, 

para a qual as frações AcOEt e HMeOH mostraram efeito aditivo.  

A fração HMeOH não foi ativa contra E. aerogenes mas possui efeito 

sinérgico com a fração AcOEt. Com a adição de α- e β- amirinas a fração 

HMeOH permaneceu sem atividade. 

Com esses resultados conclui-se que α- e β-amirina não são os 

principais constituintes da fração AcOEt que estão relacionados ao efeito 

sinérgico.  

Na literatura, existem relatos da atividade antimicrobiana de α- e β-

amirina para diversas bactérias, porém, existem divergências em relação à CIM 

(Tabela 30, pág. 100). As diferenças entre esses estudos e o presente estudo 

podem ser devido às variações nas cepas utilizadas e na forma de 

solubilização das substâncias. Para fins de comparação entre os resultados é 

necessário realizar novos experimentos com padronização das variáveis. 
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Tabela 30: Resultados de atividade antimicrobiana de α- e β- amirinas e variáveis dos 

estudos encontrados na literatura e do presente estudo 

Referência  Meio  Inóculo  Substância 
testada 

Micro -organismos  
(CIM µg/mL) 

Presente 
estudo 

Mueller-
Hinton/ 
evaporação 
do solvente 

5 x 105 UFC/mL mistura de 
α- e β-
amirinas 

S. saprophyticus ( > 2000) 
E. aerogenes ( > 2000) 

     
Kiplimo et al., 
2011 

Mueller-
Hinton com 
DMSO 
16% 

1,2 x 107 UFC/mL mistura de 
α- e β-
amirinas 

S. aureus (250) 
E. faecium (250) 
S. saprophyticus (250) 
E. coli (120) 
K. pneumoniae (500) 
P. aeruginosa (1000) 

     
Jiang-Ling et 
al., 2015 

Mueller-
Hinton com 
DMSO 5% 

5 x 105 UFC/mL α-amirina S. aureus ( > 100) 
E. faecalis ( > 100) 
E. coli ( > 100) 

     
Chung et al., 
2011 

Mueller-
Hinton com 
MeOH 50% 

5 x 105 UFC/mL α-amirina S. aureus (64) 

     
Martins et al., 
2011 

Mueller-
Hinton 

5 x 105 UFC/mL β-amirina S. aureus ( > 200) 
S. enteritidis ( > 200) 
E. coli ( > 200) 
E. faecalis ( > 200) 

     
Rivero-Cruz et 
al., 2009 

BHI com 
DMSO 
2,5% 

2,5 x 106 UFC/mL  β-amirina S. aureus (256) 
E. coli (1024) 
K. pneumoniae (1024) 
P. aeruginosa (1024) 

     
 

 

4.6. Avaliação in silico  da atividade antimicrobiana dos constituintes  

 

 Os resultados da correlação entre probabilidade de ser ativo (Pa) e 

inativo (Pi) das análises de dados gerados pela ferramenta PASSonline foram 

classificados como: 

- Pa-Pi < 0,2 : Baixo potencial 

- 0,2 ≤ Pa-Pi < 0,5 : Moderado potencial 

- Pa-Pi ≥ 0,5 :  Alto potencial  

Foi possível realizar a identificação de oito potenciais efeitos biológicos 

relacionados com atividade antimicrobiana (Tabela 31, pág. 102).  
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A maioria dos componentes que foram identificados nos EEBs e frações 

de folhas e galhos de P. spruceanum, com excessão do estigmasterol, 

apresentaram potencial efeito antibacteriano (Pa > Pi) (1-Tabela 31, pág. 102). 

Os componentes considerados de alto potencial (Pa-Pi ≥ 0,5) foram os 

flavonoides, identificados nas frações mais polares: campeferol-3-O-

ramnosídeo, quercetina-3-O-glicuronídeo e quercitrina (Pa-Pi: 0,6). Esses 

resultados corroboram com a maior atividade antibacteriana que as frações 

AcOEt e HMeOH apresentaram nos testes in vitro, em relação às frações 

hexânicas (item 4.3.3, pág. 36). 

Quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo) possui atividade relatada 

contra Bacillus subtilis (CIM: 0,13 mg/mL) e C. albicans (CIM: 0,25 mg/mL) 

(ADEROGBA et al., 2013). A atividade antimicrobiana de campeferol-3-O-

ramnosídeo e quercetina-3-O-glicuronídeo ainda não foi publicada, sendo 

necessários estudos experimentais para confirmação do potencial indicado 

pelos resultados in silico. 

A amirina apresentou baixo potencial in silico (Pa-Pi: 0,1) para atividade 

antibacteriana, corroborando com os resultados obtidos in vitro (item 4.5, pág. 

99) 

Em relação à atividade antifúngica (2), todos os compostos identificados 

apresentaram potencial (Pa > Pi). A maioria dos compostos de maior potencial 

(Pa-Pi ≥ 0,5), também são constituintes das frações mais polares, como por 

exemplo: os flavonoides, a catequina, o sitosterol e o espatulenol.  

Diversos compostos das frações hexânicas também apresentaram alto 

potencial antifúngico, como α-amirina (Pa-Pi: 0,6), constituinte majoritário 

dessas frações. 

A atividade antifúngica de quercitrina (YANHUA et al., 2002), catequina 

(ALVES et al., 2014), amirina (JOHANN et al., 2007) e sitosterol (MBAMBO et 

al., 2012) já foi comprovada. 
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Tabela 31: Previsões in silico dos potenciais efeitos biológicos, utilizando a 

ferramenta PASSonline, dos componentes identificados nos extratos e frações de 

folhas e galhos de Protium spruceanum 

Constituinte 
Potencial efeito biológico*  

1 2 3 4 5 6 7 8 

3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 0,4 0,6 0,4 0,3 - 0,2 0,2 0,5 

4-propil-fenol 0,1 0,3 0,5 0,2 0,3 0,2 - 0,4 

Adipato de bis(2-etil-hexila)  0,1 0,4 0,4 0,1 0,1 0,3 - 0,5 

Benzoato de metila 0,2 0,3 0,4 0,2 0,3 0,3 - 0,4 

Bisabolol 0,4 0,5 - 0,2 - 0,1 0,2 0,4 

Campeferol-3-O-ramnosídeo 0,6 0,7 0,7 0,6 0,1 0,4 0,4 0,5 

Campesterol 0,2 0,6 - 0,2 - - 0,1 0,5 

Cariofileno 0,4 0,6 - 0,1 - 0,2 0,3 0,3 

Catequina 0,3 0,6 0,1 0,1 0,2 - 0,1 0,3 

Espatulenol 0,4 0,5 - - - 0,1 0,3 0,2 

Esqualeno 0,4 0,5 0,3 0,5 0,2 0,2 0,1 0,6 

Estearato de metila 0,2 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,5 

Estigmast-4-en-3-ona 0,1 0,4 - 0,1 - - - 0,3 

Estigmasterol - 0,5 - - - - 0,1 0,4 

Fitol 0,4 0,6 0,4 0,3 - 0,2 0,2 0,5 

Friedelan-3-one 0,2 0,4 - - 0,1 0,1 0,2 0,3 

Linoleato de etila 0,2 0,5 0,5 0,4 0,1 0,3 - 0,5 

Linoleato de metila 0,2 0,5 0,4 0,4 0,1 0,2 0,1 0,5 

Linolenato de metila 0,3 0,5 0,3 0,4 0,1 0,3 - 0,5 

Palmitato de metila 0,2 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,5 

Procianidina 0,4 0,5 - - - - - 0,1 

Quercetina-3-O-glicuronídeo 0,6 0,7 0,6 0,4 0,2 0,3 0,4 0,4 

Quercitrina 0,6 0,7 0,7 0,6 0,1 0,3 0,4 0,5 

Sitosterol 0,2 0,6 0,2 0,3 - - 0,1 0,5 

Vitamina E 0,1 0,3 0,2 - - - - - 

α- amirina 0,1 0,6 - - - - 0,1 0,3 

*Valores da diferença Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - Não indicado ou 
insatisfatório (Pa ≤ Pi).  
1- Antibacteriano; 2- Antifúngico; 3- Anti-infeccioso; 4- Anti-micobacteriano; 5- Inibição da 
biossíntese da parede bacteriana; 6- Inibição da síntese de DNA; 7- Inibição da síntese 
proteica; 8- Potencializador da permeabilidade da membrana. 
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Em geral, os resultados in silico de potencial antifúngico foram melhores 

que para potencial antibacteriano. Apesar disso, somente os EEBs e as 

combinações das frações AcOEt e HMeOH apresentaram atividade contra a 

levedura C. albicans nos testes in vitro.  

A atividade contra a levedura pode ser resultante da ação sinérgica entre 

os constituintes, como indicado pelos resultados do efeito sinérgico entre as 

frações mais polares (AcOEt e HMeOH) (item 4.3.4, pág. 46). Além disso, 

também resalta-se a possibilidade de melhor atividade contra fungos 

filamentosos, que não foram testados. 

Os resultados in silico para os efeitos anti-infeccioso (3-Tabela 31, pág. 

102) e anti-micobacteriano (4-Tabela 31, pág. 102), confirmaram o maior 

potencial antimicrobiano dos flavonoides glicosilados.  

Visando direcionar a discussão do potencial efeito antimicrobiano dos 

compostos, foram analisados também os resultados para os efeitos biológicos 

que são os principais alvos de ação dos antibióticos clássicos: Inibição da 

biossíntese da parede bacteriana (5); Inibição da síntese de DNA (6); Inibição 

da síntese proteica (7) (Tabela 31, pág. 102). 

A inibição da biossíntese da parede bacteriana é o alvo de ação dos β-

lactâmicos, incluindo penicilinas, carbapenens e cefalosporinas (KOHANSKI et 

al., 2010). 46,15% dos compostos analisados apresentaram potencial para 

esse efeito biológico (5-Tabela 31, pág. 102). Dentre esses, 4-propil-fenol, 

ácido benzóico, ácido hexadecanóico, ácido octadecanóico, catequina, 

esqualeno e quercetina-3-O-glicuronídeo foram atribuídos a moderado 

potencial (0,2 ≤ Pa-Pi < 0,5). Os demais resultaram em baixo potencial (Pa-Pi < 

0,2). 

Os antibióticos da classe das quinolonas, como levofloxacino e 

ciprofloxacino, atuam inibindo a síntese de DNA (KOHANSKI et al., 2010). Para 

esse efeito biológico (6-Tabela 31, pág. 102), os resultados indicaram potencial 

(Pa > Pi) para 60% dos compostos identificados, com moderado potencial (0,2 

≤ Pa-Pi < 0,5).   

Outro alvo de ação dos antibióticos é a inibição da síntese proteica, 

como as tetraciclinas (KOHANSKI et al., 2010). Aproximadamente 60% dos 

compostos apresentaram de moderado a baixo potencial para esse efeito (7-

Tabela 31, pág. 102).  
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Além desses efeitos biológicos, também foram analisados os resultados 

in silico como potencializador da permeabilidade da membrana (8-Tabela 31, 

pág. 102). A maioria dos compostos analisados, exceto vitamina E, possuem 

potencial para esse efeito (Pa > Pi). 

O aumento da permeabilidade celular facilita o acesso a fármacos. Por 

exemplo, o sinergismo entre aminoglicosídeos e β-lactâmicos resulta da ação 

dos aminoglicosídeos sobre a membrana (KOHANSKI et al., 2010). 

  O aumento da permebilidade da membrana por bisabolol (Pa: 0,4) já foi 

estudado. Esse sesquiterpenoide rompeu a membrana celular e demonstrou 

aumentar a sensibilidade bacteriana a eritromicina, vancomicina e gentamicina. 

A interação dos sesquiterpenoides com a membrana está relacionada à 

semelhança de sua estrutura com os lipídeos da bicamada (caráter lipofílico 

com terminais mais polares) (BREHM-STECHER & JOHNSON, 2003). 

Com o objetivo de analisar também os mecanismos relacionados aos 

efeitos antimicrobianos, foram analisados os resultados como: inibidor da DNA 

girase (1), inibidor da DNA topoisomerase IV (2), inibidor da subunidade 

ribossomal 30S (3), inibidor da subunidade ribossomal 50S (4), inibidor de RNA 

polimerase dependente de DNA (5) (Tabela 32, pág. 105). Esses são os 

principais mecanismos de ação das classes dos antibióticos mais utilizados. 

As enzimas DNA girase e DNA topoisomerase IV, alvos de ação das 

quinolonas, são fundamentais no processo de replicação do DNA bacteriano 

(KOHANSKI et al., 2010). Dos constituintes identificados, 19,2% mostraram 

potencial (Pa > Pi) para inibição da DNA girase: os flavonoides e a procianidina 

(Pa-Pi < 0,2) e a catequina (0,2 ≤ Pa-Pi < 0,5) (1-Tabela 32, pág. 105). Em 

relação à inibição da DNA topoisomerase IV, nenhum dos constituintes resultou 

em potencial satisfatório (Pa > Pi) (2-Tabela 32, pág. 105).  

Dessa forma, indica-se que a inibição dessas enzimas, não é o principal 

mecanismo de ação antimicrobiano dos constituintes EEBs e frações de P. 

spruceanum. Os resultados de potencial efeito de inibição da síntese de DNA 

(6-Tabela 31, pág. 102) podem ser resultantes da inibição de outras enzimas.  
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Tabela 32: Previsões in silico dos potenciais mecanismos antimicrobianos (1-7), 

utilizando a ferramenta PASSonline*, dos componentes identificados nos extratos e 

frações de folhas e galhos de Protium spruceanum 

Constituinte 

Potencial mecanismo 
antimicrobiano* 

1 2 3 4 5 

3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol - - - - - 

4-propil-fenol - - - - 0,1 

Adipato de bis(2-etil-hexila)  - - - - - 

Benzoato de metila - - - - 0,1 

Bisabolol - - - - 0,1 

Campeferol-3-O-ramnosídeo - - - - 0,2 

Campesterol 0,1 - 0,2 0,2 0,3 

Cariofileno - - - - - 

Catequina - - - - - 

Espatulenol 0,2 - 0,1 - 0,2 

Esqualeno - - - 0,1 - 

Estearato de metila - - - - - 

Estigmast-4-en-3-ona - - - - 0,1 

Estigmasterol - - - - - 

Fitol - - - - - 

Friedelan-3-one - - - - - 

Linoleato de etila - - - - 0,1 

Linoleato de metila - - - - 0,1 

Linolenato de metila - - - - 0,1 

Palmitato de metila - - - - 0,1 

Procianidina 0,1 - - - 0,1 

Quercetina-3-O-glicuronídeo 0,1 - 0,1 0,1 0,3 

Quercitrina 0,1 - 0,2 0,1 0,3 

Sitosterol - - - - - 

Vitamina E - - - - - 

α- amirina - - - - - 

*Valores da diferença Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - Não indicado ou 
insatisfatório (Pa ≤ Pi).  
1- inibidor da DNA girase; 2- inibidor da DNA topoisomerase IV; 3- inibidor da subunidade 
ribossomal 30S; 4- inibidor da subunidade ribossomal 50S; 5- inibidor da RNA polimerase 
dependente de DNA. 
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 A inibição da síntese proteica através das subunidades ribossomais 30S 

e 50S está entre os principais mecanismos de ação. Inibidores da subunidade 

50S incluem eritromicina e cloranfenicol e os inibidores de 30S incluem as 

tetraciclinas (KOHANSKI et al., 2010).  

 Dos constituintes identificados, quatro deles apresentaram potencial 

para inibição das subunidades ribossomais 30S (3-Tabela 32, pág. 105) e 50S 

(4-Tabela 32, pág. 105): campeferol-3-O-ramnosídeo (Pa-Pi: 0,2 para ambas), 

quercitrina (Pa-Pi: 0,2 e 0,1 respectivamente), quercetina-3-O-glicuronídeo (Pa-

Pi:0,1 para ambas), catequina (Pa-Pi: 0,1 para 30S) e espatulenol (Pa-Pi: 0,1 

para 50S). 

 Sendo assim, sugere-se que a inibição das subunidades ribossomais, 

principal mecanismo de inibição da síntese proteica, não seja o principal alvo 

de ação dos constituintes de P. spruceanum. 

Outro mecanismo de ação de inibição da síntese proteica analisado foi 

inibição da RNA polimerase dependente de DNA, alvo das rifamicinas 

(KOHANSKI et al., 2010). Dos compostos identificados, 53,8% possuem 

potencial de inibição dessa enzima (5-Tabela 32, pág. 105). Dentre esses, a 

maioria com baixo potencial (Pa-Pi < 0,2) e apenas 5 indicaram possuir 

moderado potencial:  bisabolol (Pa-Pi: 0,2), campeferol-3-O-ramnosídeo (Pa-Pi: 

0,3), catequina (Pa-Pi: 0,2), quercetina-3-O-glicuronídeo (Pa-Pi: 0,3) e 

quercitrina (Pa-Pi: 0,3).  

 Portanto, sugere-se que a inibição da RNA polimerase dependente de 

DNA também não seja o principal alvo de ação dos constituintes de P. 

spruceanum. 

 Diante dos resultados in silico de baixo potencial para os mecanismos de 

ação dos antibióticos clássicos, também foram analisados mecanismos 

considerados como alvos para novos antimicrobianos: inibidor de NAD+-

arginina ADP-ribosiltransferase (6); inibidor de piruvato cinase (7); inibidor de 

peptidioglicano glicosiltransferase (8); inibidor de 2-deidropantoato 2-redutase 

(9); inibidor de CDP-glicerol glicerofosfotransferase (10); inibidor de micotiol-S-

conjugado amidase (11) (Tabela 33, pág. 108). 

A enzima NAD+-arginina ADP-ribosiltransferase é responsável pela 

transferência de ADP-ribose para grupos arginina de uma proteína alvo, 

modificando-a covalentemente. Apesar da ADP-ribosilação estar envolvida com 
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a toxicidade de importantes infecções bacterianas, poucos estudos sobre 

inibidores destas enzimas têm sido descritos. A utilização de inibidores dessa 

toxina seria útil para controlar os efeitos prejudiciais de infecções, mesmo que 

os agentes patogênicos alvos sejam resistentes aos antibióticos (MAURER et 

al., 2011). 

 Os resultados in silico indicaram alto potencial de inibição da NAD+-

arginina ADP-ribosiltransferase (6-Tabela 33, pág. 108) para: 4-propil-fenol (Pa-

Pi: 0,6), benzoato de metila (Pa-Pi: 0,5), campeferol-3-O-ramnosídeo (Pa-Pi: 

0,8), esqualeno (Pa-Pi: 0,6), quercetina-3-O-glicuronídeo (Pa-Pi: 0,6) e 

quercitrina (Pa-Pi: 0,7).  

 A piruvato cinase catalisa a etapa final da glicólise com conversão 

irreversível de fosfoenolpiruvato para piruvato. Essa enzima é essencial para a 

viabilidade de bactérias, como S. aureus, e por isso é considerada um novo 

alvo para fármacos (ZORAGHI et al., 2011).  

 Os flavonoides identificados (campeferol-3-O-ramnosídeo, quercetina-3-

O-glicuronídeo e quercitrina), apresentaram alto potencial como inibidores da 

piruvato cinase (7-Tabela 33, pág. 108) (Pa-Pi: 0,8). 

A maioria dos fármacos que possuem como alvo a biossíntese da 

parede celular atuam inibindo a síntese de peptideoglicanos. Essas 

macromoléculas envolvem as bactérias, dando forma e proteção, e a inibição 

de sua síntese causa lise das células. A síntese envolve duas enzimas: 

glicosiltransferase e transpeptidase (DEROUAUX et al., 2013). 

 A glicosiltransferase sintetiza cadeias de glicano e a transpeptidase 

cataliza a ligação cruzada de duas cadeias de glicano com as cadeias laterais 

do peptídeo. Inibidores da transpeptidase já são utilizados na terapia, como os 

β-lactâmicos, já os inibidores da glicosiltransferase ainda estão sendo 

desenvolvidos (DEROUAUX et al., 2013). 

  

  

 

 

 



Resultados e Discussão 
 

108 

 

Tabela 33: Previsões in silico dos potenciais mecanismos antimicrobianos (6-11), 

utilizando a ferramenta PASSonline*, dos componentes identificados nos extratos e 

frações de folhas e galhos de Protium spruceanum 

Constituinte 

Potencial mecanismo 
antimicrobiano* 

6 7 8 9 10 11 

3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 0,4 0,1 0,5 0,4 0,3 0,3 

4-propil-fenol 0,6 0,1 0,5 0,8 0,5 0,3 

Adipato de bis(2-etil-hexila)  0,1 0,1 0,6 0,4 - 0,1 

Benzoato de metila 0,5 - 0,6 0,8 - - 

Bisabolol 0,2 0,1 0,1 0,5 0,1 0,2 

Campeferol-3-O-ramnosídeo 0,3 - 0,3 - 0,6 - 

Campesterol 0,8 0,8 - 0,9 0,9 0,7 

Cariofileno - - 0,8 - - - 

Catequina - - 0,3 - - - 

Espatulenol 0,4 0,1 0,3 0,8 0,3 0,2 

Esqualeno - - 0,4 - 0,1 - 

Estearato de metila - - 0,6 - - - 

Estigmast-4-en-3-ona 0,6 - 0,5 0,5 0,8 - 

Estigmasterol - - 0,7 - - - 

Fitol - - 0,7 - - - 

Friedelan-3-one 0,4 - 0,5 0,4 0,3 0,3 

Linoleato de etila 0,1 - - 0,4 - 0,1 

Linoleato de metila 0,1 - 0,5 0,3 0,1 - 

Linolenato de metila 0,1 - 0,5 0,3 0,1 - 

Palmitato de metila 0,2 0,1 0,6 0,5 0,1 0,2 

Procianidina 0,2 - - 0,5 0,5 - 

Quercetina-3-O-glicuronídeo 0,6 0,8 0,1 0,9 0,9 0,7 

Quercitrina 0,7 0,8 - 0,9 0,9 0,7 

Sitosterol - - 0,8 - - - 

Vitamina E - - - - 0,5 - 

α- amirina - - 0,6 - - - 

*Valores da diferença Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - Não indicado ou 
insatisfatório (Pa ≤ Pi).  
6- inibidor de NAD+-arginina ADP-ribosiltransferase; 7- inibidor de piruvato cinase; 8- inibidor de 
peptidioglicano glicosiltransferase; 9- inibidor da 2-deidropantoato 2-redutase; 10- inibidor de 
CDP-glicerol glicerofosfotransferase; 11- inibidor de micotiol-S-conjugado amidase. 
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Dos constituintes identificados, 80,8% apresentaram potencial como 

inibidores da peptideoglicano glicosiltransferase, a maioria deles com alto 

potencial (Pa-Pi ≥ 0,5) (8-Tabela 33, pág. 108). Dentre esses estão incluídos os 

compostos voláteis das frações AcOEt e HMeOH, de maior atividade 

antibacteriana in vitro: 4-propil-fenol (Pa-Pi: 0,5), benzoato de metila (Pa-Pi: 

0,6), ácido 9,12,15-octatrienóico, metil éster (Pa-Pi: 0,5) e ácido hexanedioic, 

bis(2-etilhexil) éster (Pa-Pi: 0,6).  

A amirina, que não apresentou potencial para nenhum outro mecanismo 

analisado, também resultou em alto potencial de inibição (Pa-Pi: 0,6) para a 

glicosiltransferase. Entretanto, os flavonoides, constituintes de maior potencial 

antibacteriano, não possuem potencial para inibição da glicosiltransferase.   

Outro mecanismo relacionado à biossíntese da parede celular é a 

inibição da CDP-glicerol glicerofosfotransferase. Essa enzima cataliza a síntese 

de ácidos tecóicos componentes da parede celular. Devido à importância 

essencial desses ácidos para a viabilidade celular, a inibição de enzimas 

envolvidas em sua biossíntese pode ser alvo de novos antibióticos 

(FITZGERALD & FOSTER, 2000). 

Alguns componentes das frações AcOEt e HMeOH apresentaram alto 

potencial de inibição da CDP-glicerol glicerofosfotransferase: flavonoides (Pa-

Pi: 0,9), procianidina (Pa-Pi: 0,5), bisabolol (Pa-Pi: 0,6) e 4-propil-fenol (Pa-Pi: 

0,5). 

A 2-deidropantoato 2-redutase, também denominada cetopantoato 

redutase, é uma das enzimas responsáveis pela biossíntese de pantotenato 

(vitamina B5). Essa vitamina essencial é o precursor de CoA e sua via 

biossintética é limitada a bactérias e plantas. Portanto a inibição da 2-

deidropantoato 2-redutase pode ser considerada um alvo para novos 

antimicrobianos (WEBB et al., 2004). 

 Os resultados in sílico para inibição da 2-deidropantoato 2-redutase 

indicaram potencial de moderado a alto (10-Tabela 33, pág. 108). Os 

compostos majoritários das frações AcOEt e HMeOH apresentaram alto 

potencial: flavonoides (Pa-Pi: 0,9), 4-propil-fenol (Pa-Pi: 0,8), benzoato de 

metila (Pa-Pi: 0,8), benzoato de metila (Pa-Pi: 0,8), ácido hexadecanóico, metil 

éster (Pa-Pi: 0,5), catequina (Pa-Pi: 0,8) e procianidina (Pa-Pi: 0,5). 
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 Outro mecanismo analizado refere-se à enzima micotiol-S-conjugado 

amidase, envolvida no processo de reciclagem intracelular de micotiol em 

actinomicetos, incluindo micobactérias como Mycobacterium tuberculosis. Este 

composto atua como antioxidante mantendo o meio intracelular livre de 

agentes alquilantes e outras toxinas. A redução de micotiol têm mostrado 

aumentar a sensibilidade de Mycobacterium sp. aos fármacos, sendo um 

possível mecanismo para novos medicamentos anti-tuberculose (NICHOLAS et 

al, 2002). 

Visando a redução de micotiol, a inibição da micotiol-S-conjugado 

amidase é um mecanismo de ação promissor, devido à sua exclusiva presença 

em actinomicetos e não homologia com outras enzimas eucarióticas 

conhecidas (NICHOLAS et al, 2002).  

 Os flavonoides identificados (campeferol-3-O-ramnosídeo, quercetina-3-

O-glicuronídeo e quercitrina), com potencial efeito antimicobacteriano (4-Tabela 

31, pág. 102), apresentaram alto potencial de inibição dessa enzima (11-Tabela 

33, pág. 108) (Pa-Pi:0,7). Aos outros contituintes também foi atribuído potencial 

de inibição da micotiol-S-conjugado amidase como: 4-propil-fenol (Pa-Pi: 0,3), 

ácido octadecanóico (Pa-Pi: 0,2), ácido hexadecanóico (Pa-Pi: 0,2), catequina 

(Pa-Pi: 0,2) e fitol (Pa-Pi: 0,3). 

 A atividade desses constituintes contra Mycobacterium ainda não foi 

estudada.  

 Através dos resultados in silico gerados pela ferramenta PASSonline, 

indica-se pontencial efeito antibacteriano principalmente para os constituintes 

majoritários das frações AcOEt e HMeOH: quercitrina; campeferol-3-O-

ramnosídeo; quercetina-3-O-glicuronídeo; catequina; procianidina;                   

4-propil-fenol; benzoato de metila; ácido hexadecanóico metil éster; ácido 

hexanedióico bis(2-etilhexil) éster; ácido 9,12-octadienóico metil éster; ácido 

9,12,15-octadecatrienóico metil éster e bisabolol. Essas frações apresentaram 

maior atividade antimicrobiana total (AAT) nos testes in vitro (item 4.3.3, pág. 

36). 

 A atividade antimicrobiana de quercitrina (ADEROGBA et al., 2013); 

catequina (SAADAT et al.,2013; ALVES et al., 2014); procianidina (WANG et 

al., 2015); 4-propil-fenol (KIM et al., 2007); ácido 9,12,15-octadecatrienóico 
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metil éster (MATIKAINEN et al., 2015) e bisabolol (BREHM-STECHER & 

JOHNSON, 2003) já foi relatada na literatura. 

 Indica-se que os principais mecanimos de ação antimicrobiana das 

frações de P. spruceanum estão relacionados a um aumento da permebilidade 

da membrana celular, inibição da bissíntese da parede bacteriana (enzimas 

peptideoglicano glicosiltransferase e CDP-glicerol glicerofosfotransferase) e 

inibição do metabolismo (enzimas 2-deidropantoato 2-redutase e piruvato 

cinase). Esses mecanismos de ação são diferentes dos antibióticos recentes e 

são considerados alvos para novos fármacos. 

 O potencial de constituintes identificados atuar sobre diferentes 

mecanismos de ação é uma possível explicação para o sinergismo entre as 

frações (item 4.3.4, pág. 46). A combinação de substâncias com diferentes 

alvos de ação, além de melhorar a atividade, retarda a evolução da resistência 

bacteriana. Isso acontece porque são necessárias várias mutações individuais 

para alcançar a resistência a fármacos com diferentes alvos celulares 

(BOLLENBACH, 2015). 

 Os resultados in silico indicando possíveis compostos bioativos e 

mecanismos de ação das frações de P. spruceanum abrem perpectivas para 

estudos in vitro e in vivo com as substâncias isoladas para confirmar os 

potenciais indicados. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Em relação aos extratos etanólicos brutos de folhas e galhos de Protium 

spruceanum foram identificadas propriedades antimicrobianas contra todas as 

20 espécies testadas, sendo bactérias Gram positivas e Gram negativas e 

fungo leveduriforme (Candida albicans). O EEB de folhas apresentou maior 

atividade antimicrobiana total (AAT) que o EEB de galhos. 

 As frações de maior atividade antimicrobiana foram as de maior 

polaridade (acetatoetilênicas e hidrometanólicas), que apresentaram efeito 

sinérgico entre si. 

 Com os resultados da prospecção fitoquímica, foi possível identificar a 

presença de ácidos graxos, terpenos, flavonoides, taninos e cumarinas. 

 A atividade antimicrobiana total dos extratos e frações foi atribuída 

majoritariamente ao teor de taninos totais. Sugere-se que existe uma ação 

sinérgica com flavonoides e outros compostos. 

 Através das análises em CG/EM foi possível identificar os contituintes 

voláteis majoritários dos EEBs e frações. Dentre eles, terpenóides, ácidos 

graxos e fenólicos. 

 Por meio de CLUE/DAD/EM-EM, foram identificados flavonoides 

glicosilados (quercetina-3-O-ramnosídeo, quercetina-3-O-glicuronídeo e 

campeferol-3-O-ramnosídeo) e taninos (catequina e procianidina). 

 Com análises dos resultados in silico, gerados pela ferramenta 

PASSonline, atribuiu-se pontencial efeito antibacteriano principalmente para os 

constituintes majoritários das frações AcOEt e HMeOH: quercitrina; campeferol-

3-O-ramnosídeo; quercetina-3-O-glicuronídeo; catequina; procianidina; 4-propil-

fenol; benzoato de metila; palmitato de metila; adipato de bis (2-etil-hexila); 

linoleato de metila; linolenato de metila e bisabolol. 

  Os resultados in silico também indicaram que os principais mecanismos 

de ação antimicrobiana das frações estejam relacionados a um aumento da 

permebilidade da membrana celular, inibição da bissíntese da parede 

bacteriana (enzimas peptideoglicano glicosiltransferase e CDP-glicerol 

glicerofosfotransferase) e inibição do metabolismo (enzimas 2-deidropantoato 
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2-redutase e piruvato cinase). Esses mecanismos de ação são diferentes dos 

antibióticos recentes e são considerados alvos para novos fármacos. 

 Os resultados in silico, abrem perspectivas para o desenvolvimento de 

estudos experimentais com as substâncias isoladas para identificar os 

compostos bioativos e seus mecanismos de ação. 

Os resultados fornecem suporte científico in vitro para a possibilidade de 

aplicação de folhas e galhos de P. spruceanum como agente antimicrobiano 

que contribua para o tratamento de infecções causadas por bactérias 

resistentes. 
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