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RESUMO

O bambu do género Guadua weberbaueri é uma espécie amplamente distribuida no
Estado do Acre, é uma planta da familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae. Sua
estrutura € caracterizada por ser uma espécie de habitos arborescente, seu porte é de média
a grande e em seus colmos e ramos apresentam espinhos. A principal caracteristica da
espécie G. weberbaueri esta relacionado com seu rizoma paquimorfo que forma touceiras
e a presenca de espinhos nos nés. Para realizacdo do trabalho, o bambu foi separado em
folhas, colmo e rizoma. O estudo bioldgico foi realizado em extrato hidroalcoolico, o qual
foi suspendido em dimetilsulfoxido (DMSO) e o teste fitoquimico foi realizado em
extragdo aquosa, cloroférmica, metandlica e acida. A atividade antimicrobiana foi
realizada frente as cepas bacterianas do Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia
coli ATCC 25922, e teve como melhor concentracdo inibitéria minima em 25 mg/mL
para o tecido da folha na bactéria S. pneumoniae e E. coli, no colmo para as bactérias S.
aureus e K. pneumoniae e para o rizoma nas bactérias S. pneumoniae e K. pneumoniae.
Para as andlises fitoquimicas, houve presenca significativa para os constituintes de fendis,
flavonoides, heterosideos/glicosideos, esteroides e triterpenoides. A presenca de
saponinas foi notada somente nas folhas. O trabalho buscou preencher lacunas quanto aos
efeitos bioldgicos e quimicos de G. weberbaueri devido a auséncia de estudos sobre a
espécie.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Fitoquimica. Extrato hidroalcdolico.



ABSTRACT

Bamboo of the genus Guadua weberbaueri is a species widely distributed in the State of
Acre, it is a plant of the Poaceae family and Bambusoideae subfamily. Its structure is
characterized by being a species of arborescent habits, its size is medium to large and its
stems and branches have thorns. The main characteristic of the species G. weberbaueri is
related to its pachymorphic rhizome that forms clumps and the presence of thorns in the
nodes. To carry out the work, the bamboo was separated into leaves, stem and rhizome.
The biological study was carried out in hydroalcoholic extract, which was suspended in
dimethylsulfoxide (DMSO) and the phytochemical test was carried out in aqueous,
chloroform, methanolic and acid extraction. The antimicrobial activity was performed
against the bacterial strains of Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli
ATCC 25922, and had the best minimum inhibitory concentration of 25 mg/mL for the
leaf tissue in the bacteria S. pneumoniae and E. coli, in the stem for S. aureus and K.
pneumoniae bacteria, and in the rhizome for S. pneumoniae and K. pneumoniae bacteria.
For the phytochemical analyses, there was a significant presence for the constituents of
phenols, flavonoids, heterosides/glycosides, steroids and triterpenoids. The presence of
saponins was noted only in the leaves. The work sought to fill in gaps regarding the
biological and chemical effects of G. weberbaueri due to the lack of studies on the
species.

Keywords: Antimicrobian activity. Phytochemistry. Hydroalcoholic extract.
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INTRODUCAO GERAL

O bambu é considerado uma graminea de maior distribuicdo do globo terrestre,
com cerca de 1.300 espécies e, no continente Americano, o Brasil se destaca com a maior
ocorréncia com 200 espécies, entre nativas e exéticas (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).
As espécies do género Guadua possuem um habito arborescente que podem atingir porte
médio a grande com caracteristica peculiar por apresentar em seus colmos e ramos,
espinhos, fazendo com que a espécie possua habilidades para se desenvolver, como por
exemplo, fixando-se em outras plantas durante seu processo de crescimento
(LONDONO; PETERSON, 1991).

No Brasil ha duas tribos de bambu a Bambuseae e a Olyreae. As espécies da tribo
Bambuseae sdo predominantes no estado do Acre, em sua regido central ou Alto Acre, no
qual formam os “tabocais” como sdo conhecidos popularmente, ja os bambus da tribo
Olyreae estdo presentes desde a regido Amazébnica até a regido Nordeste brasileiro
(FILGUEIRA; VIANA, 2017).

O género Guadua, assim como outros bambus, possui um florescimento
MONOCArpico, ou seja, apresentam um unico evento com floracéo e frutificacdo macica e
sincronica e, em seguida a morte de toda populacdo. A longevidade das populagdes de
Guadua no sudoeste da Amazodnia € estimada de 27 a 28 anos. Ap0és esse periodo a morte
da populacdo acontece devido o bambu ser uma planta clonal, suportada por extensas
teias rizomatosa subterraneas (FERREIRA, 2014).

No estado do Acre ha uma estimativa de distribuicdo do bambu por oito tipologias
florestais, apresentando maior proporcao na regido central, ocupando aproximadamente
28% do territdrio acreano. Considerando o bambu ndo s6 como componente florestal,
mas também como parte da biomassa da tipologia florestal é possivel incrementar mais
de 10% em tipologias que ha dominancia de bambu no sub-bosque, principalmente em
florestas abertas. Assim, a area de bambuzais aumente para 38% de ocupacao no territorio
acreano (CARMO et al., 2017), com aproximadamente sete milhdes de hectares de
bambus nativos, em que o0 género Guadua é a principal espécie relatada (PEREIRA,;
BERALDO, 2007).

O bambu, embora seja uma planta de grande abundancia no pais, é pouco
explorado pela sociedade brasileira, em particular a acreana, apesar dessas espécies
apresentarem um grande potencial para ser utilizado nas construgdes civis (ISSA, 2015).

Além dessa aplicagdo, também s&o utilizados na producdo de farmacos, cosméticos e
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produtos de higiene e limpeza, um exemplo é a espécie de bambu Apoclata simplex
McClure, bastante utilizada para esse fim, mesmo assim, seu uso ainda é bastante limitado
(ISSA, 2015).

Contudo, na literatura sdo poucos os estudos relacionados a espécie Guadua
weberbaueri. A maioria desses trabalhos esta vinculada a pesquisas de florestamento e
madeireira na busca de substituir a madeira pelo bambu por ser visto como uma “madeira
ecologica” de alta versatilidade, rapida propagacao e baixo custo (COSTA, et al., 2021),
sendo assim, mais restritos estudos sobre sua potencialidade biolégica e quimica. Assim,
este estudo pretende preencher lacunas no conhecimento quimico e bioldgico da espécie,

com desenvolvimento de estudos do potencial antibacteriano e fitoquimico.
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REVISAO DA LITERATURA

Caracteristica, Distribuicdo e Uso do Bambu

A espécie G. weberbaueri pertence a familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae,
composta por folhas acuminadas, colmos, e suas ramificaces, como parte aérea (Figura
1). Os 6rgéos subterraneos sdo compostos por raizes, rizomas ou bulbos o que torna sua
morfologia bastante peculiar (GUILHERME et al., 2017).

Figura 1 - Morfologia externa de uma planta de bambu. A imagem da esquerda mostra um rizoma do tipo
paquimorfo (crescimento em touceiras) e a imagem da direita o rizoma é do tipo leptomorfo (ndo formam
touceiras). Fonte: (GUILHERME, 2017, modificagdo nossa.

Colmo

Rizoma

FONTE A-MERCEDES (2006)

No que tange a morfologia, 0os colmos do bambu possuem forma cilindrica e
entrenGs ocos separados transversalmente uns dos outros por diafragmas que fornecem
rigidez, flexibilidade e resisténcia ao colmo, tidos como o0s nos de onde saem 0s ramos e
as folhas (JANSSEN, 2000). O rizoma, além de servir para armazenar nutrientes, também
é responsavel por sua propagagdo. O nascimento de novos colmos ocorre de forma
assexuada através da ramificacdo dos rizomas. Essa ramificacdo pode ser dividida em trés
grupos distintos: grupo moita ou entouceirante, onde os colmos se desenvolvem
agrupados uns aos outros e o alastrante que nascem e desenvolvem separados (PEREIRA,
2012). H& também o misto que é a aglutinacdo dos dois: moita e alastrante, denominado

semientouceirante de crescimento anfipodial (SA, 2019).
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As folhas de bambu possuem diferentes morfologias e funcdes, sendo elas folhas
caulinares, catafilos de rizomas e as folhas fotossintetizantes. As caulinares séo as folhas
que emergem dos colmos, sdo encontradas nos nds e envolvem os entrenos e as gemas de
crescimento, tendo a funcédo de protecdo. Os catafilos do rizoma séo folhas reduzidas que
também tem por funcéo a protecdo das gemas laterais presentes nos nés do rizoma. E as
folhas fotossintetizantes sdo responsaveis pelo processo de fotossintese, trocas gasosas e
transpiragdo do vegetal (LUIS et al., 2017).

Atualmente, s&o classificadas trés tribos de bambus sendo a Arundinarieae,
Bambuseae e Olyreae, das quais, sao representadas no Brasil com as tribos: Bambuseae
com espécimes de grande porte e colmos lenhosos e, Olyreae de menor porte e herbaceo
(FILGUEIRAS et al., 2017).

No Brasil o bambu possui diversos nomes populares como: taboca, taquara,
taquara-acu, entre outros, sem uma planta amplamente distribuida geograficamente no
globo terrestre, tendo a América do Sul cerca de 200 espécies entre as quais estdo as
nativas e exoticas, mas a grande maioria é endémica (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

As plantas de bambu séo encontradas preferencialmente em florestas nativas de
climas temperados e/ou zonas tropicais devido ao ciclo perene, renovavel, de rapido
crescimento e grande producdo em biomassa (PEREIRA; BERALDO, 2007).

No continente americano, principalmente para a regido sul, encontram-se cerca de
40% de espécies de bambus lenhosos, sendo aproximadamente 320 espécies em 22
géneros, tornando o Brasil o pais de maior biodiversidade chegando a 81% dos géneros
(LONDONO, 2004).

No Acre, as florestas com bambu ocorrem especialmente na regido leste do estado,
sendo que aproximadamente 75% das florestas nativas da regido tém o bambu como
elemento floristico principal ou secundarios em seus sub-bosques (SILVA et al., 2019).

O bambu tem grande utilizacdo na cultura oriental hd milénios, todavia na cultura
ocidental ainda é pouco conhecida (AFONSO, 2011). Seu uso é bastante visivel nas
construgbes civis, artesanato, paisagismo, cosméticos, mobiliario e outros
(CASAGRANDE-JR, 2004). O seu uso esta relacionado com as caracteristicas dessas
plantas que apresentam: rapido crescimento, resisténcia, versatilidade, flexibilidade,
durabilidade e grande adaptabilidade a climas e solos divergentes (CASAGRANDE-JR,
2004).

Devido a grande relevancia econdmica, ambiental e sociocultural, o0 bambu vem

ganhando espaco em varios setores, principalmente, como material complementar ao uso
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da madeira. Dessa maneira essa matéria prima passou a ser utilizada em construgdes,
podendo ser empregada como elemento estrutural, tanto em pilares, andaimes e até
mesmo em pontes (GUILHERME et al., 2017; ALVES, 2019).

Mundialmente, 0 uso de Bambu tem grande associacdo com as construgdes civis,
artesanato, moveis, producdo de lenha, protecdo dos solos e fonte de agua limpida
(MARULANDA et al., 2005). Entretanto, segundo Londofio e Zurita (2008) a espécie G.
weberbaueri, uma espécie endémica no continente americano principalmente na regiao
Amazonica brasileira, é pouco utilizada popularmente devido a sua grande quantidade de
espinhos e sua baixa durabilidade.

Hoje em dia, existem aplica¢des de espécies de bambu na producédo de cosméticos,
um exemplo é a espécie de bambu Apoclata simplex McClure & Smith de origem asiatica
que tem sido utilizada em diversas aplicacdes na industria cosmeética em formulacGes de
produtos de higiene, cosméticos e remédios, porém, seu uso ainda é bastante limitado,
n&o abrangendo as espécies das Américas (ISSA, 2015; WROBLEWSKA, 2019).

O Género Guadua

O género Guadua (bambu tropical) € amplamente distribuido no continente
americano sendo caracterizado por habito arborescente. Seu porte varia de médio a grande
e seus colmos e ramos apresentam espinhos em sua estrutura facilitando sua fixagdo em
outras plantas durante seu crescimento (LONDONO; PETERSON, 1991). Por
apresentarem um rapido crescimento e terem espinhos, sdo capazes de ocupar
rapidamente grandes extensdes do sub-bosque floresta por um longo periodo
(HECHENBERGER et al., 2022).

Segundo Morokawa (2008), 0 género possui em suas estruturas vantagens na
ocupacdo de espaco: espinhos em formas de garras que representam uma adaptacao dos
colmos para escalar as arvores e possui um rizoma paquimorfo. As plantas do género
Guadua sédo semelparas (Unico evento de reproducao sexuada) e monocarpicas (morrem
apos esse evento) (SILVEIRA, 2001). Possui florescimento monocarpico, apresentando
uma populagdo individual, em um Unico evento, floracdo e frutificagdo macica e
sincronica, seguida de morte da populacdo (HECHENBERGER et al., 2022).

As espécies mais comumente encontradas nas florestas com bambu no estado do
Acre sdo a Guadua sarcocarpa e Guadua. weberbaueri, sendo espécies lenhosas, de
habitos arborescentes, sarmentosas e capazes de atingir 20 metros de altura e 10 cm de
diametro (LONDONO; PETERSON, 1991).
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A espécie G. weberbaueri € composta em sua estrutura vegetativa modular de
rizoma, brotos aéreos e sem ramos e folhas e, 0os colmos apresentam com ramos e folhas
eretos na base e curvados no apice (Figura 2). E uma espécie que pode ser encontrada em
altas altitudes, como nos Andes em até 1.500 m, ou em baixa altitude, como o territorio
brasileiro (LONDONO; PETERSON, 1991).

Figura 2 - Partes constituintes do bambu Guadua weberbaueri. Fonte: SOUZA, R. R (2023).

A espécie G. weberbaueri por ser curto, grosso, achatado dorsiventralmente, o seu
rizoma é classificado como paquimorfo, no caso, formam touceiras. De acordo com
informac0es particulares com Silveira (2001), parte da imagem definida como rizoma na
verdade sdo espacadores de rizoma que permite o transporte de &gua e nutrientes, sao

partes subterraneas mais longevas da planta (Figura 3).
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Figura 3 - Morfologia do rizoma paquimorfo da espécie Guadua weberbaueri. Fonte da foto: SOUZA, R.
R (2023).

A espécie G. weberbaueri é expandida na regido Amazénica e alguns paises da
América do Sul. No Acre ha registro de ocorréncias nos municipios de Rio Branco,
Senador Guiomard, Capixaba, Sena Madureira, Santa Rosa do Purus, Manoel Urbano,
Cruzeiro do Sul, Bujari e Assis Brasil (GBIF, 2018).

Encontram-se também no estado, a espécie Guadua superba, um bambu
entouceirante, arborescente, e com rizoma paquimorfo - mesma forma rizomética do
Guadua weberbaueri - encontrado em areas Umidas, a beira de rios, igarapés, varzeas e
florestas ombrofilas (GBIF, 2018). Outra espécie € o Guadua chaparensis, um bambu
lenhoso, colmo verde esbranquicado, ocorre em margens de rios e riachos e tem por nome
popular “taboca ou taquara” (LONDONO; ZURITA, 2008). O Guadua sarcocarpa sendo
um bambu lenhoso, provido de espinhos, apresenta entrends ocos, rizomas do tipo
paquimorfo em sistema subterraneo de touceiras e sdo encontrados no Acre em areas de
capoeira e em clareiras. Assim, no estado do Acre sdo encontrados quatro tipos de
espécies do género Guadua o weberbaueri, G. superba, G. sarcocarpa e G. chaparensis,
mas a de maior quantidade floristica sdo o G. weberbaueri e o G. sarcocarpa
(LONDONO; PETERSON, 1991).

18



Resisténcia Microbiana

As doengas infecciosas vém causando muitas mortes no mundo devido ao grande
aumento da resisténcia microbiana prejudicando a salde humana devido a ineficiéncia
dos antigenos antimicrobianos (MONCIARDINI et al., 2014). Com essa problematica,
estudos antimicrobianos sdo necessarios para o desenvolvimento e descoberta de novos
antibioticos resistentes aos patégenos (HUANG et al., 2012).

O individuo bacteriano tem répida adaptabilidade as condigdes ambientais ao
meio em que € inserido, possuem um mecanismo de defesa sob estresse de antibioticos,
ocorrendo mutac0es, transferéncias e rearranjos genéticos dando a eles um avanco
evolutivo (STRAUME et al., 2015).

As bactérias sdo os microrganismos que normalmente apresentam grande
resisténcia aos antibidticos. Sdo classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, a
partir de uma coloragdo quimica denominada de coloracdo Gram, sendo as gram-
negativas as mais resistentes. Conforme a classificacdo as bactérias Gram-positivas
adquirem uma coloracdo azul e as Gram-negativas uma coloracdo avermelhada, a
principal diferenciacdo se baseia na parede bacteriana. A Gram-positiva apresenta uma
espessa camada de peptidoglicano, também conhecida como mucosa peptidica, ja a
Gram-negativa apresenta uma camada de peptidoglicano é bastante delgada e complexa.
As formas bactericidas podem ser de cocos, espirais ou bacilos (MOREIRA, et al., 2015).

Existem dois tipos de resisténcia, a primaria que é a defesa natural do
microrganismo, que limita a acdo de antimicrobianos em atingir o alvo, sem a prévia
exposi¢do a antibioticos. E a resisténcia secundéria que esta relacionada e evolucéo do
microrganismo devido a mudanca genética e adaptativa (MUNITA et al., 2016;
STRAUME et al., 2015).

A resisténcia microbiana esta ligada a microrganismos que sdo capazes de se
multiplicar em presenga de concentragBes antimicrobianas mais altas do que as doses
terapéuticas usadas pelos humanos. Essa resisténcia ocorre devido ao mau uso de
antibidticos, além do processo natural de desenvolvimento de resisténcia microbiana
(SANTQOS, 2017).

A atividade de drogas e componentes naturais contra microrganismos Sao
detectadas pela técnica de Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) no qual determina uma
pequena concentracdo onde ha inibicdo de microrganismos (FILHO et al., 2019).

O método de diluigdo € uma andlise quantitativa com o intuito de medir a minima

concentragdo inibitdria, onde substancias em diferentes concentra¢fes sdo inoculadas
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junto a um tipo de microrganismo e o resultado final é obtido através de uma leitura visual
de microplacas (OSTROSKY et al., 2008; BALOUIRI et al., 2016).

A técnica de diluigdo para determinagdo da atividade antimicrobiana pode ser
dividida em macrodiluicdo e microdiluicio. A macrodiluicdo é a adicdo do
antimicrobiano, ou substancia testada, com concentracdo conhecida, em meio de cultura
liquido. E feito a diluicio seriada em varios tubos de ensaio variando de 1,0 mL a 10,0
mL, ndo sendo um meio vantajoso devido aos grandes gastos em compara¢do com a
microdiluicdo que sdo minimas quantidades (JORGENSEN et al., 2009). E a
microdilui¢ao no qual se utiliza microplacas de 96 pogos de formato em “U” fazendo uso
de micro quantidades, variando de 0,1 a 0,2 mL de material, assim apresentando diversas
vantagens, como econdmica, reprodutiva, alto grau de sensibilidade, sistema
automatizado de leitura e outros (VEIGA, 2016). Para as andlises desse trabalho foi
utilizada a técnica de microdiluicdo para a determinacgdo antimicrobiana.

O objetivo geral deste trabalho foi realizar estudo de caracterizacdo fitoquimica e
potencial bactericida dos extratos hidroalcodlico de folhas, rizomas e colmos de bambu

da espécie Guadua weberbaueri.
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CAPITULO |

POTENCIAL BACTERICIDA IN VITRO DOS EXTRATOS DE COLMOS,
RIZOMA E FOLHAS DE UM BAMBU NATIVO DA AMAZONIA

RESUMO

A resisténcia microbiana € exemplificada em quanto menor a concentracdo de inibicéo
melhor é o extrato natural e seus efeitos medicinais. Essa anélise é importante para
obtencdo de medicamentos mais naturais extinguindo os sintéticos. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar o potencial bactericida dos extratos hidroalcéolicos de G.
weberbaueri frente a bactérias causadoras de doencas em humanos. As partes estudadas
foram as folhas, o colmo e o rizoma. A atividade antimicrobiana foi realizada a partir da
extracdo hidroalcoolica suspendida em dimetilsulfoxido (DMSO). Os testes
antibacterianos foram realizados em placas estéreis de 96 pogos, pelo método de
microdiluicdo em meio liquido e sélido de Mueller-Hinton Broth. As analises foram
testadas frente as cepas de bactérias Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922. Os resultados mostraram que houve inibic¢ao bactericida (CIM) para todos
os tecidos. Para a E. coli o melhor tecido foi o rizoma com inibicdo em 25 mg/mL. Para
S. aureus foram tanto para as folhas como para o colmo inibindo em 25 mg/mL. Para K.
penumoniae e S. pneumoniae 0s melhores tecidos foram folhas e rizoma em 25 mg/mL.
O trabalho realizado vem preencher lacunas do conhecimento sobre atividade bioldgica
da espécie Guadua weberbaueri.

Palavras-chave: Guadua weberbaueri. Antibacteriano. Bioprospec¢ao.

ABSTRACT

Microbial resistance is exemplified by the lower the inhibition concentration, the better
the natural extract and its medicinal effects. This analysis is important for obtaining more
natural medicines by extinguishing the synthetic ones. Thus, this study aimed to evaluate
the bactericidal potential of hydroalcoholic extracts of G. weberbaueri against bacteria
that cause disease in humans. The parts studied were the leaves, the stem and the rhizome.
The antimicrobial activity was performed from the hydroalcoholic extraction suspended
in dimethylsulfoxide (DMSQ). The antibacterial tests were carried out in sterile 96-well
plates, using the Mueller-Hinton Broth method of microdilution in liquid and solid
medium. The analyzes were tested against the bacteria strains Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 and Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Escherichia coli ATCC 25922. The results showed that there was bactericidal
inhibition (MIC) for all tissues. For E. coli the best tissue was the rhizome with inhibition
at 25 mg/mL. For S. aureus they were both for the leaves and for the stem inhibiting at
25 mg/mL. For K. pneumoniae and S. pneumoniae the best tissues were leaves and
rhizome at 25 mg/mL. The work carried out fills gaps in knowledge about the biological
activity of the species Guadua weberbaueri.

Keywords: Guadua weberbaueri. Anti-bacterial. Bioprospection.
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INTRODUCAO

Os bambus possuem grande importancia devido serem materiais renovaveis, de
facil obtencéo e valiosos para os recursos florestais e, também na aplicacdo farmacéutica
(WROBLEWKA et al., 2005). As espécies de bambus sdo conhecidas e utilizadas pela
civilizacdo desde os tempos primordios como material de construcdo e artesanato
(WROBLEWKA et al., 2005). Nos paises asiéticos as folhas de bambu s&o utilizadas
como material de embalagem de alimentos para evitar deterioracdo e em meio medicinal
para tratamento de hipertensdo, doencas vasculares e em certas formas de combate ao
cancer, devido a sua capacidade antioxidante (WROBLEWKA et al., 2005). As folhas de
bambu sdo bastante usadas na medicina tradicional Chinesa para tratamento de febre e
desintoxicacdo, além do uso na culinaria por serem ricas em nutrientes (TAO et al., 2017).

O interesse na pesquisa de atividade antimicrobiana tem crescido nos Gltimos anos
na busca de agentes antimicrobianos naturais, pois 0s mesmos sao fontes promissoras de
substancias bioativas contra parasitas e microrganismos com baixa agressividade a satde
dos seres humanos, quando se relacionam aos residuos de farmacos sintéticos.
(MAYERS, 2009.; SOARES; TAVARES-DIAS, 2013).

As doengas infecciosas sdo as principais causas de maleficios para a saude
humana, apesar de atualmente existir diversos antibi6ticos disponiveis para o tratamento
desses microrganismos patdgenos, a resisténcia antimicrobiana vem crescendo, sendo
uma problematica para saude publica (SANTQOS, 2017). Com isso, estudos de novas
substancias antibidticas mais eficazes contra patégenos resistentes aos tratamentos
convencionais sdo necessarios, principalmente se origem da biomolecular natural
(ALVES et al., 2012). Estudos mostram que que as folhas de bambu possuem multiplos
efeitos bioldgicos como, antioxidante, antienvelhecimento e ajuda a prevenir doencas
cardiovasculares (TAO et al., 2017).

Novas espécies de bambus estdo cada vez mais presentes nas indlstrias de
cosméticos, bem como em comércios de produtos naturais. Um exemplo, € a espécie
Phyllostachys pubescens em que estudos revelaram sua atividade biol6gica, dando nas
folhas atividade antioxidante, antialérgica e anticancerigena, nos brotos atividade
antioxidante, e galhos as mesmas atividades bioldgicas presentes nas folhas, incluindo
atividade antibacteriana (TANAKA et al., 2014).

O estudo realizado com o bambu coreano da espécie Wangdae (Phyllostachys

bambusoides S. et Z.), também apresentou inibicéo as bactérias Staphylococcus aureus e
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Streptococcus mutans (BEAK, et al., 2002). A pesquisa foi realizada com os extratos
etandlico a 70% dos colmos e folhas de bambu. Os resultados revelaram que o colmo
apresentou maior inibi¢do que nas folhas. O extrato de colmo inibiu o crescimento de S.
aureus e S. mutans nas Concentracao Inibitérias Minimas (CIM) de 10 uL/disco e 20
pL/disco, respectivamente (BEAK, et al., 2002).

Outro estudo bioldgico realizado com as folhas de bambu da espécie
Phyllostachys aurea utilizou nanoparticulas de prata biosintetizadas a partir do seu
extrato e revelou atividade antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli (Gram-
positiva) e S. aureus (Gram-negativa). A concentracdo utilizada de nanoparticulas de
prata (AgNPs) foi de 20 pg/mL que foi eficaz para a concentracdo de até 1,0 x 107
UFC/mL nédo havendo crescimento celular apos 24 horas (YASIN et al., 2013).

Um estudo bioldgico foi realizado com o dleo essencial das folhas de bambu da
espécie P. heterocycla cv. Pubescens frente as cepas de duas bactérias Gram-positiva:
Bacillus subtilis CICC 20034 e a Flavobacterium SHL45 CICC 51823, E. coli CICC
23845; Pseudomonas fluorescens (SHL5 CICC 20066) e P. fluorescens (SHL7 CICC
21620). Os resultados revelaram eficacia contra as bactéria Gram-negativa e Gram-
positiva da E. coli e B. subtillis, obtendo uma concentracao de inibicdo méaxima (CIM) de
2,25 mg/mL, respectivamente (TAO et al., 2017).

Diversas espécies de bambus tém sido usadas em trabalhos de teste bactericida
como Bambusa vulgaris, B. textilis, Dendrocalamus asper (Schult & Schult), Apoclada
simplex McClure & Smith, P. pubescens, Wangdae (Phyllostachys bambusoides S. et Z.)
entre outros. No entanto, faltam estudos relacionados a espécie Guadua weberbaueri, que
é uma espécie abundante na Amazonia Sul-Ocidental. Assim, esse trabalho busca analisar
essa potencialidade visando fechar lacunas a respeito do potencial bactericida dessa

espeécie.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado no Parque Zoobotéanico da Universidade Federal
do Acre (UFAC) e identificado de acordo com informagdo pessoal do botanico Marcos
Silveira, foi utilizada apenas uma planta e na mesma realizada trés coletas. A figura 4
ilustra o ponto de coleta, sendo este localizado na borda do Parque Zooboténico, Distrito
Industrial, em Rio Branco, AC, Brasil, nas coordenadas S 9°57'25.9" W 67°52'12.4".

Figura 4 - Localizacdo da coleta do material vegetal utilizado para o preparo dos extratos. Fonte: Google
maps.
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Em seguida, os materiais foram levados ao laboratdrio de Anatomia da Madeira,
onde foram cortados, separados e limpos e, posteriormente foram dispostos a temperatura
ambiente por 24 h para remocao da agua de lavagem (Figura 5). No dia seguinte, as
amostras foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado por 24 h a temperatura de
45°C, no laboratorio da BIONORTE da UFAC. Apds esse processo, 0 material seco foi
levado ao laboratdrio da Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL) da UFAC e moido
no moinho de facas inox. No laboratoério de Produtos Naturais da Fundacéo de Tecnologia
do Estado do Acre (FUNTAC) as amostras trituradas foram classificadas em peneira

molecular de 48 mesh.
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Figura 5 - Separagdo do material para a secagem: rizomas (conhecidos como espacadores do G.
weberbaueri), colmos e folhas (maduras do tipo fotossintetizantes), respectivamente (da esquerda para a
direita). Fonte da foto: SOUZA, R. R (2023).

Preparo dos Extratos para as Analises Antimicrobianas

Os extratos hidroalcéolicos (70% alcool) das folhas, colmos e rizomas do bambu
foram obtidos usando 0 método de maceracdo a frio (MATOS, 1997). Foi usado 10 g de
cada amostra vegetal classificado a 48 mesh, sendo estes transferidos para um baldo de
fundo chato, onde foram acrescentados o solvente extrator até a completa submersao do
material. O processo de extracao foi realizado em recipiente fechado, por periodo de trés
dias a cada 24 horas. Ao final do prazo, o material foi filtrado sobre papel filtro e
transferido para um béquer devidamente tarado (Figura 6). Para completa secagem dos
extratos foi realizado em estufa de circulagdo de ar forcado a 45 °C, no laboratério da
BIONORTE.
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Figura 6 - Processo de filtracdo do material em maceragdo: colmo, folha e rizoma respectivamente. Fonte
da foto: SOUZA, R. R (2023).

Determinacdo Antimicrobiana

Antes do processo de solubilizagdo do extrato seco, os materiais de trabalho
utilizados nas analises foram autoclavados a temperatura de 120°C a 1 ATM de pressédo
durante 20 minutos para esterilizacdo, sendo estes: ponteiras, tubos de ensaio com solucéo
salina, agua destilada, eppendorfs, placas de petri, cotonetes, os meios de culturas e
béquer. Ap6s o processo de esterilizagdo, iniciou-se a solubilizacdo dos extratos em
dimetilsulféxido, no qual houve a identificacdo de 2 eppendorfs por extrato, sendo o
colmo, a folha e o rizoma, totalizando 6 eppendorfs, e cada um contendo 100 mg do
material seco hidroalcdolico suspendidos em 1 mL de dimetilsolfoxido. Ao final, foram
utilizados 200 mg de extrato seco de cada tecido vegetal suspendidos no total de 2 mL de
dimetilsulféxido. Para completa solubilizacdo do extrato, os tubos eppendorfs foram
agitados em vortex, sendo o volume final de 2 mL distribuido para as quatro bactérias
estudadas em triplicata.

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos de bambu, tanto do
colmo, rizoma e folhas o primeiro passo foi determinar a Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e para tal foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo de acordo com o
protocolo estabelecido pelo documento M100-S22/2012, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2002).

Para o crescimento das bactérias, 0 meio de cultura utilizado foi preparado de
acordo com as instrugdes do fabricante KASVI contidas no rétulo da embalagem, tanto o
caldo e agar (para meio s6lido). O meio liquido de cultura Mueller-Hinton Broth foi feito
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a partir da suspencdo de 21 g em 1 litro de agua destilada. Aquecida até completa
dissolugéo e esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Para 0 meio de cultura sélido Mueller-Hinton Broth, foram separados do caldo
inicial liquido 500 mL e adicionado 7,5 g de agar (extrato de algas), por fabricacdo da
Labcenter.

As cepas bacterianas utilizadas foram Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922. As mesmas foram estriadas em placas de Petri contendo
0 meio agar Muller-Hilton (MH) sélido para o crescimento, em seguida foram colocadas
em estufa de circulacdo no periodo de 24 horas, a uma temperatura de 37° C. Ap0s esse
periodo, foram coletadas coldnias isoladas com o auxilio da alca de cobre e foram
adicionadas a solucgdo salina estéril contendo 0,9% de NaCl (Cloreto de s6dio) em 100
mL de agua destilada até obter uma turbidez correspondente a padronizacdo na escala de
McFarland de concentragdo 0,5, aproximadamente 1x108 UFC/mL para as colonias
bactericidas.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada através da técnica de
microdiluicdo, utilizando microplacas estéreis de 96 pocos divididos em 12 colunas e 8
pogos em cada, com fundo de formato em “U” que permite melhor visualizagdo do
crescimento bacteriano.

Para a atividade antibacteriana, foi distribuido 100 uL de meio de caldo de MH
em todos os pocos da placa, e em seguida, adicionado mais 100 uL dos extratos em
DMSO na concentracdo de 2 pg/mL havendo a divisdo para os trés primeiros pogos um
extrato e mais trés para outro extrato, sendo eles rizoma, folha ou colmo, tendo uma
concentracdo inicial de 200 pL nos trés primeiros pocos antes da diluicdo seriada.

Seguiu o processo de diluicdo seriada por 7 vezes, comecando por 200, 100, 50,
25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625 pg/mL, respectivamente, no qual havia a homogeneizagéo
em cada concentracdo e transferido 100 pL para o préximo poco, e assim sucessivamente,
chegando a concentracdo final de 1,5625 pg/mL (Figura 7). A droga controle utilizada
foi o Clorafenicol (L) 1 pg/mL, sendo o mesmo diluido da mesma forma para os extratos.
Foram adicionados 5 pL de indculo correspondente a cada cepa testada exceto para o
controle negativo segundo a norma M7-A6 (CLSI, 2002). O controle negativo s6 continha
no 100 pL de meio MH, ja o positivo continha 0 meio na mesma quantidade de 50 pL
mais 5 pL do in6culo. Apds preencher as microplacas de todos os extratos e indculos a

mesma foi incubada em estufa de 37°C por 24 horas, seguinte a esse periodo foi
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adicionado em cada poco 20 pL do reagente de Resazurina (30 pg/mL), que indica que a
cor azul/roxa mudar para a coloragdo rosa ha presenca bactericida (Figura 7). Os ensaios
foram realizados em triplicatas (OLIVEIRA et al., 2013; RISS et al., 2016).

Figura 7 - Detalhamento das microdiluic6es seriadas. llustracdo: SOUZA, R. R (2022).
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Apds o0 ensaio nas microplacas, a atividade antimicrobiana foi determinada in
vitro. Para tal, na solucdo de MH é adicionado agar para meio solido no qual € vertido em
placas de Petri até seu resfriamento. Apds isso, as placas sdo divididas em 3 partes em
que cada fracéo é estriada com a CIM, um valor abaixo da CIM e um valor acima da CIM
para observar se ha efeito bactericida. Nesta analise, € determinado o potencial bactericida
(ndo héa crescimento de bactéria) ou bacteriostatico (reducéo do crescimento das coldnias

bacterianas).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de bambu, tanto do
colmo, rizoma e folhas o primeiro passo foi determinar a Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) e para tal foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo de acordo com o
protocolo estabelecido pelo documento M100-S22/2012, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2002).

Foram utilizadas como alvo duas bactérias gram-negativas Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, e duas bactérias gram-positivas sendo estas Streptococcus
pneumoniae e Staphylococcus aureus.

A determinacédo de CIM foi realizada atraves de leitura visual, sendo observada a
ultima concentracao em que ndo houve o crescimento bacteriano, na qual desenvolve uma
coloracdo rosa aos microrganismos. E para a padronizacdo do indculo para cada
microrganismo foi realizada pelo método de “pour-plate”, onde se retira coldnias isoladas
das placas bactericidas padrdo, sendo necesséario o ajuste de turbidez no padrdo Mc
Farland (aproximadamente 1.5 x 10-8 UFC/mL), realizado visualmente (VEIGA, 2016).

De acordo, com a figura 7 conseguimos observar as CIM nas placas de acordo
com o0s parametros propostos por Veiga (2016).A figura 8, ilustra o resultado da
determinacéo da CIM nas microplacas de 96 pogos em que foram observadas que para as
cepas bacterianas houve inibicdo nas concentracGes para a E. coli nas folhas 50 mg/mL,
no colmo 50 mg/mL e rizoma 25 mg/mL. Para a bactéria S. aureus nas folhas 25 mg/mL,
no colmo 25 mg/mL e para o rizoma 50 mg/mL. Para a Klebsiela pneumoniae obteve nas
folhas 25 mg/mL, no colmo 50 mg/mL e no rizoma 25 mg/mL. E por fim, para S.
pneumoniae a concentracao de inibicdo bactericida na folha foi 25 mg/mL, no colmo 50

mg/mL e no rizoma 25 mg/mL.
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Figura 8 - Microplacas reveladas no reagente de Resazurina. Figura A - cepa da bactéria E. coli. Figura B
- cepa da bactéria S. aureus. Figura C - cepa da bactéria K. pneumoniae. Figura D — cepa da bactéria S.
pneumoniae. Fonte da foto: SOUZA, R. R (2023).

Os resultados observados nas microplacas foram transcritos na tabela 1. Nota-se
que para o extrato de folhas a CIM foi 25 pg/mL para a bactéria S. pneumoniae, 50 pg/mL
para S. aureus, 50 pg/mL para E. coli e 25 pg/mL para K. pneumoniae. Observa-se
também que para o extrato de colmos a CIM foi 50 pug/mL para a bactéria S. pneumoniae,
25 pg/mL para S. aureus, 50 pg/mL para E. coli e 25 pg/mL para K. pneumoniae. O
extrato de rizomas a CIM foi 25 pg/mL para a bactéria S. pneumoniae, 50 pg/mL para S.
aureus, 50 pg/mL para E. coli e 25 pg/mL para K. pneumoniae.
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Tabela 1- Concentragdo das CBM das microplacas. Fonte: pessoal.

Concentracéo Bactérias
Extratos de (Mg/mL) S. pneumoniae S. aureus K. pneumoniae  E.Coli
50,00 X
25,00 X X X
12,50
6,25
3,12
1,55
50,00 X X
25,00 X X
12,50
6,25
3,12
1,55
50,00 X X
25,00 X X
12,50
6,25
3,12
1,55

Folhas

Colmos

Rizoma

A segunda etapa da analise consistiu em determinar a atividade antimicrobiana in
vitro, sendo esta analisada através das placas de Petri, no qual observou a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) para as bactérias. As concentracdes utilizadas para o teste da
CBM foram conforme os valores obtidos nas microplacas pelo teste CIM. O
plagueamento foi realizado a partir da concentracdo que inibiu o crescimento bacteriano
nas microplacas e duas concentracfes acima. Dessa forma, os valores em que 0s extratos
apresentaram atividade microbiana, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano, sdo as
concentracdes descritas na tabela 2, tendo a minima concentracdo de inibicao,

comparando com as CIM das microplacas.

Tabela 2 - Correlagdo das Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) em concentragdo pL.mL™. Os “-” indicam que ndo foi observado o efeito em nenhuma

concentracdo. Fonte: pessoal.

Partes do bambu Microrganismo patogénico
Escherichia coli Klebsiella Staphytococcus Streptococcus
pneumoniae aureus pneumoniae
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Colmo 50 200 50 200 25 - 50 +200
Folha 50 50 25 - 25 50 25 100
Rizoma 25 50 25 - 50 - 25 -

31



Para a analise nas placas de Petri frente as bactérias foram observadas de forma a
bacteriostatico (ha crescimento apenas de colonias) (Figura 9).

As drogas bactericidas sdo capazes de provocar a morte do agente infeccioso,
independente do estado imunoldgico do organismo como por exemplo a penicilina,
amoxilina, cefalosporinas, quinolonas e outras. As drogas bacteriostaticas ndo eliminam
as bactérias completamente, apenas inibem seu crescimento e auxiliando para que ndo
ocorra um avango infeccioso, sdo exemplos cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclinas e
outros (ARRUDA, 2008).

Figura 9 - Placas de Petri estriadas com as CIM das bactérias e duas concentracdes acima da CIM. A -
Extrato das folhas + E. coli. B - Extrato das folhas + S. aureus. C - Extrato do colmo + S. pneumoniae. D
- Extrato do colmo + K. pneumoniae. E — Extrato da folha + K. pneumoniae. F — Extrato do rizoma + S.
pneumoniae. Fonte: SOUZA, R. R (2023).

Ap0s observar o crescimento bacteriano nas placas de Petri foi analisado que para
a bactérias E. coli, as folhas e rizoma apresentaram acao bactericida (sem crescimento de
coldnias — Figura 9) desde a concentracdo 50 pg/mL até a concentragcdo 200 pg/mL e,
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usando o colmo, a acao bactericida s6 ocorreu na concentracdo 200 pg/mL., por outro lado
nas concentracbes 50 e 100 pg/mL observou-se efeito bacteriostatico. Para a S.
pneumoniae houve agdo bacteriostatica em todas as concentragdes estriadas, apenas para
as folhas na concentracdo 100 pg/mL tiveram acdo bactericida. Para a K. pneumoniae
houve acdo bactericida somente usando as folhas, por outro lado colmo e rizoma
apresentaram efeito bacteriostatico, apenas nas concentragdes de 25 pg/mL e para a S.
aureus nas concentragdes estriadas todas foram classificadas como bactericida, tendo
inibicdo apenas para as folhas a partir da concentracéo 50 pg/mL.

O extrato das folhas e rizoma foi eficaz para inibi¢do da bactéria E. coli mesmo
em baixas concentracbes, enquanto o extrato de colmo apresentou um efeito
bacteriostatico em baixas concentragdes (o efeito bactericida somente foi observado em
uma concentra¢do mais elevada). Para a S. pneumoniae, notou-se que todos os tecidos
tiveram certa eficécia, pois houve crescimento de poucas coldnias nas placas de Petri
estriadas, todavia apenas as folhas apresentaram acdo bactericida (sem presenca de
crescimento de colbnias). Para K. pneumoniae 0s extratos tiveram acdo bacteriostatica,
somente o colmo apresentou efeito bactericida na maior concentracdo. Para S. aureus
somente a folha apresentou efeito bactericida.

As CBM usando extrato de colmo frente a bactéria E. coli foi de 200 pg/mL e para
as folhas e rizoma foi de 50 pg/mL. Para a K. pneumoniae houve acéo bacteriostatica
usando extrato de colmo na concentracdo de 100 e 50 pg/mL, mas em outra placa foi
estriada a concentracdo de 200 pug/mL no qual observou-se a acdo bactericida. Para a S.
aureus, houve acdo bactericida apenas usando extrato de folhas na concentracdo de 50
pg/mL e para a S. pneumoniae observou-se a¢ao bactericida no colmo em £200 devido a
presenca de apenas uma coldnia e nas folhas a concentracgéo inibitéria foi em 100 pg/mL.

Observou-se algumas variacdes entre a CIM e a CBM, no qual a CBM para o
colmo foi de 200 pg/mL, para folha foi 50 pg/mL e rizoma 50 pg/mL considerando o
controle da bactéria Escherichia coli. A CBM para o colmo foi de 200 pg/mL, para folha
foi de 25 pg/mL e rizoma ndo apresentou efeito em nenhuma concentragéo considerando
a bactéria Klebsiella pneumoniae. A CBM para colmo e rizoma néo foi observada, porém
na folha a CBM foi de 50 pg/mL para Staphylococcus aureus. E para a bactéria
Streptococcus pneumoniae no colmo esta identificada como +200, pois houve
crescimento apenas de uma coldnia, tendo em vista que essa concentracdo de 200 pg/mL
foi estriada em uma nova placa de Petri, na folha a concentracao foi de 100 pg/mL e para

0 rizoma houve efeito bacteriostatico.
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A atividades antimicrobianas de outras espécies de bambu foram avaliadas frente
a varios microrganismos, apresentando varia¢oes dos valores da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) de 10 a 5.000 pg/mL. Por exemplo, os colmos de Phyllostachys
heterocycla var. pubescens (Pradelle) Ohwi apresentaram maiores valores de CIM, com
50.000 pg/mL para Pneudomonas aeruginosa, 10.000 pug/mL para Echerichia coli e
Salmonella typhimurium e 2.000 pg/mL para Staphyloccocus aureus (VALENTINO et
al., 2015).

Na literatura, alguns estudos revelam também que extratos e compostos isolados
a partir das espécies de bambu exibem uma fraca ou nenhuma atividade antimicrobiana.
Por exemplo, as folhas do Phyllostachys heterocycla a partir de um isolamento do
composto antimicrobiano 2,6-dimetoxi-p-benzoquinona exibiu uma atividade fraca para
bactérias gram-positivas e nenhuma atividade para as bactérias gram-negativa
(NISHINA; UCHOBORI, 1991).

Segundo o trabalho da Issa (2015) com o estudo da Apoclada simplex McClure &
Smith, também apresentou baixas concentracdes inibitérias para a atividade
antimicrobiana, sendo de até 1 mg/mL, mesma concentracdo inicial proposta a0 meu
trabalho.

O bambu da espécie Bambusa arundinacea, de acordo com o trabalho de Hossain
et al. (2015) também apresentou grande potencial tanto antimicrobiano quanto
antifangico, a partir de seus derivados pirolisados.

Durgesh e Tumane (2014) relatam que os extratos das folhas de Bambusa
bambose L. possuem propriedades antibacterianas e podem ser utilizadas para doencas
bacterianas comuns, assim abrindo possibilidades de medicamentos clinicamente eficazes
contra as bactérias: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterococcus spp., Citrobacter spp., Acinetobacter spp., Streptococcus

spp., Enterobacter spp. e Proteus mirabilis.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho buscou contribuir com novos conhecimentos a respeito do
bambu Guadua weberbaueri que se tem poucas informacdes, principalmente a respeito
de atividade antimicrobiana.

A presente pesquisa mostrou que os extratos do bambu em suas partes de folhas,
colmo e rizoma apresentam atividade antimicrobiana em pequenas concentracdes de
acordo com estudos de outras espécies. Com este trabalho, observou-se variagdo na
eficiéncia bactericida utilizando diferentes tecidos do bambu, mas todos apresentam acéo
antimicrobiana para as cepas estudadas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus.

Sobre as folhas as melhores concentracdes foram frente as bactérias Streptococcus
pneumoniae, Klebsiela pneumoniae e Escherichia coli havendo inibicdo bactericida na
concentracdo 25 mg/mL. Para o colmo a menor concentracédo foi de 25 mg/mL nas cepas
de Straphylococcus aureus e Klebsiela pneumoniae. E para o rizoma a concentragdo
também foi em 25 mg/mL para as cepas de Streptococcus pneumoniae e Klebsiela
pneumoniae.

Houve também acdo bactericida a partir da concentracdo de 50 mg/mL para folhas
e rizoma frente a E. coli e para o tecido das folhas frente as bactérias da S. aureus. Houve
apenas uma inibicdo de 100 pg/mL nas folhas frente a S. penumoniae. E para o tecido do
colmo houve inibicdo bactericida frente as bactérias E. coli, K. pneumoniae e S.
pneumoniae na concentracdo de 200 pug/mL. Nas folhas para a cepa de Streptococcus
pneumoniae. Para o colmo as cepas de Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli. E

para o rizoma nas cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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CAPITULO I

ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE COLMOS, RIZOMA E
FOLHAS DE UM BAMBU NATIVO DA AMAZONIA

RESUMO

O estudo de prospeccdo fitoquimica da espécie Guadua weberbaueri do Estado do Acre
visa registrar informacfes da composicdo quimica dessa planta devido a auséncia de
estudos quimicos dessa espécie. O estudo fitoquimico foi realizado em trés parte de
tecidos do bambu, as folhas, o rizoma e o colmo. Foram estudados frente a quatro tipos
de solventes extratores, o aquoso, cloroférmico, metandlico e acido. Os resultados
tiveram presenca significativas para fenois, flavonoides, heterosideos/glicosideos e
esteroides e triterpenoides. A resposta a saponinas foi apenas nas folhas e uma leve
presenca de proteinas nos trés extratos. O presente trabalho buscou preencher lacunas do
conhecimento sobre a composicao quimica da espécie Guadua weberbaueri, pois, ndo ha
trabalhos relacionados a essa determinagéo.

Palavras-chave: Guadua weberbaueri. Fitoquimica. Composicéo.

ABSTRACT

The phytochemical prospecting study of the species Guadua weberbaueri from the State
of Acre aims to record information on the chemical composition of this plant due to the
lack of chemical and biological studies on this species. The phytochemical study was
carried out on three parts and/or tissues of bamboo, the leaves, the rhizome and the stem.
They were studied against four types of solvents, aqueous, chloroform, methanolic and
acid. The results had significant presence for phenols, flavonoids, heterosides/glycosides
and steroids and triterpenoids. The response to saponins was only in the leaves and a
slight presence of proteins in the three extracts. The present work sought to fill gaps in
knowledge about the chemical composition of the species Guadua weberbaueri, as there
are no works related to this determination.

Keywords: Guadua weberbaueri. Phytochemistry. Composition.
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INTRODUCAO

O bambu é uma planta graminea perene que pertence ao grupo das angiospermas
sendo classificado na familia das Bambusoideae. Os bambus sdo amplamente distribuidos
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, no qual, existe aproximadamente 1600
espécies em todo o0 mundo, das quais 64% sio nativas do Sudeste da Asia, 33% crescem
na América Latina e as demais na Africa e Oceania (GOMEZ et al., 2021).

A China e o Japdo sdo os paises que mantém um grande interesse por produtos
obtidos através de diferentes espécies de bambu, empregados inclusive na fabricacao de
vinagres, por exemplo. Mas possuem uma grande aplicabilidade na area medicinal na
cura de alergias, dermatites, diabetes, facilita também o crescimento capilar e auxilia na
prevencdo de acnes (GALLON et al., 2011).

Segundo Echavarria et al. (2012), a espécie Guadua angustifolia Kunth, utilizado
para a producdo de vinagre cria uma alternativa para maior desenvolvimento sustentavel
nas cadeias de Guadua.

A partir dessa espécie como matéria-prima se tem grande potencial na aplicacéo
nas industrias farmacéuticas e alimenticias, como produtos funcionais e nutracéuticos
(ECHAVARRIA, et al., 2012).

As plantas possuem através de seus compostos, atividade antioxidante, grande uso
em medicamentos que ajudam a contribuir para protecdo dos organismos contra doencas
degenerativas como cancer e entre outras (ECHAVARRIA, et al., 2012).

E entendido que as plantas medicinais s&o, toda e qualquer planta, que serve de
forma direta ou indireta para tratamentos de salde, tendo seus efeitos definidos sobre
determinada doenca e sintomas, ou tenha comprovacao cientifica para fins terapéuticos e
gue tenham baixo custo e facilidade de aquisicdo (CARDOSO, 2004).

As pesquisas relacionadas a fitoquimica tem como principal objetivo o
conhecimento dos constituintes quimicos das espécies vegetais identificando as principais
classes de biomoléculas (SIMOES, 2001).

Outro estudo foi realizado com o rizoma da espécie Gigantochloa scortechinii
pelo método de extracdo de 70% de etanol, analisados por Cromatografia Gasosa-
Espectrometria de Massa (CG/EM), no qual foram identificados 56 compostos. A maioria

dos compostos foi classificado nos grupos funcionais dos alcoois, acidos carboxilicos,
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cetonas e ésteres de cadeia longa. A espécie apesenta potencialidade de uso
fitofarmacéutico (MOHAMED et al., 2019).

Perante 0 exposto, este trabalho tem o objetivo de avaliar qualitativamente os

constituintes presentes no bambu Guadua weberbaueri, utilizando extrato hidroalcodlico

das folhas, rizoma e colmo.

38



MATERIAL E METODOS

Coleta do Material e Preparacéo dos Extratos

O material foi coletado no Parque Zoobotanico da UFAC e posteriormente
levados ao laboratorio de Anatomia da Madeira onde foram cortados, separados em folha,
colmo e rizoma e limpos, colocados em secagem de temperatura ambiente e
posteriormente levados ao prédio da BIONORTE no qual houve a secagem do material
em estufa de circulacdo de ar forcado. Apos o processo de secagem foram triturados no
moinho de facas da UTAL e também na FUNTAC no moinho de peneira a 48 mesh.

A preparacdo dos extratos ocorreu por uma extracdo/filtracdo simples em solucéo
hidroalcoolica (70% alcool), e secas e estufa de circulacdo de ar forcado a 45 °C, de

acordo com a metodologia de Matos (1997) e Barbosa et al. (2001).

Anélises Qualitativas das Biomoléculas
Biomoléculas Soluveis em Solucdo Aquosa

Foi preparada trés solucdes aquosa com 500 mg do extrato hidroalcoolico seco em
100 mL de agua destilada. As solucdes foram guardadas em frasco ambar e identificadas
por F (Folhas), C (Colmo) e R (Rizoma). Essas solugbes aquosas serviram para a
realizacdo dos testes de fendis e taninos, saponinas, &cidos organicos livres,
polissacarideos, acUcares redutores e pesquisa de proteinas. A solucdo foi preparada de
acordo com Matos (1997) e Barbosa et al., (2001).

Analise Qualitativa para Fenois e Taninos

Reacdo com Cloreto férrico 1%: Foram transferidos 3 mL de cada solucéo aquosa
para trés respectivos tubos de ensaio e, um quarto tubo, 3 mL de agua (teste branco). Logo
apos, foi adicionado em cada tubo de ensaio 2 a 3 gotas da solucdo de cloreto férrico
(FeClz) a 1% (m/v). A formacdo da coloracdo entre azul e vermelho indica presenca de
fendis. Formacgdo de precipitado com tonalidade azul indica a presenga de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e o precipitado com a tonalidade avermelhada indica a
presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquinos) (MATQOS, 1997;
BARBOSA et al., 2001).
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Anélise Qualitativa para Saponinas

Teste de Espuma: Foram transferidos 3 mL de cada solucdo aquosa para trés
respectivos tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados 15 mL de &gua destilada e
agitada vigorosamente durante 2 minutos, com o tubo de ensaio fechado. A formacéo de
uma camada de espuma, permanecendo estavel por mais de 30 minutos, indica a presenca
de saponinas (MATQOS, 1997; BARBOSA, 2001).

Anélise Qualitativa para Acidos Organicos

Reacdo de Pascova: uma aliquota de 3 mL de cada solucéo aquosa foi adicionada
em trés respectivos tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionadas gotas do reativo
de Pascova. O reativo foi preparado no momento do ensaio formado por 9 gotas do reativo
de Pascova A e depois uma gota do reativo de Pascova B. A mistura é estavel somente de
5 a 10 minutos. A descoloracdo do reativo de Pascova indicard a presenca de acidos
organicos lives (BARBOSA et al., 2001).

Reativo de Pascova A: Dissolver 0,075 g de verde de bromocresol (C21H14BrsOsS)
mais 0,25 g de azul de bromofenol (C19H10Br4OsS) em etanol até 100 mL de solugéo.

Reativo de Pascova B: Dissolver 0,25 g de permanganato de potassio (KMnQy)
mais 0,25 g de carbonato de sédio (Na2COs3) em agua destilada até completar 100 mL de

solucéo.

Analise Qualitativa para Acucares Redutores

Reacdo de Fehling: Foi transferido uma aliquota de 3 mL de cada solugdo aquosa
para trés respectivos tubos. Em seguida, foram adicionados 2 mL de reativo Fehling A e
2 mL de reativo Fehling B. Apos a adi¢do, foi aquecido em chapa e deixada em ebulicdo
por 5 minutos. O aparecimento do precipitado vermelho, indica a presenca para agtcares
redutores (MATQOS, 1997; BARBOSA et al., 2001).

Reagente de Fehling A: Dissolver 3,465 g de sulfato de cobre (CuSQO4) em agua
destilada e completar o volume para 50 mL.

Reagente de Fehling B: Dissolver 17,3 g de tartarato de sddio e potassio e 12,5 g

de hidréxido de potassio em agua destilada até completar 50 mL.

Analise Qualitativa para Proteinas e Aminoacidos

40



Reacdo de Nihidrina a 1%: Foi transferido 3 mL de cada solucdo aquosa para 0s
respectivos tubos de ensaio. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de solucdo aquosa de
Nihidrina (CaHsOa4) a 1% e aquecido até a ebuli¢do. A formacao da coloragdo azul-violeta
persistente indica a presenca de aminoacidos, com excecao de prolina e hidroxiprolina

que desenvolvem uma cor amarela.

Biomoléculas Soluveis em Solu¢do Metandlica

Foi preparada trés solugbes metandlicas com 500 mg de cada extrato
hidroalcodlico seco em 100 mL de metanol. Apds a solubilizacdo, as solucGes foram
mantidas em geladeira dentro de vidro &mbar. A solugdo metanolica foi utilizada para
determinar os testes de glicosideos cardiotdnicos, flavonoides, derivados de
benzoquinona, naftoquinonas e fenantraquinonas e sesquiterpenolactonas e outras
lactonas. Seguindo a metodologia de Matos (1997) e Barbosa et al., (2001).
Anélise Qualitativa para Glicosideos Cardiotonicos

Reagente de Keede: Foram transferidos 3 mL de cada solu¢do metandlica para os
respectivos tubos de ensaio. Posteriormente, foi adicionado 3 gotas do reativo Keede A e
3 gotas do reativo de Keede B. O aparecimento da coloracdo azul ou violeta indicara a
presenca positiva para glicosideos cardiotonicos (BARBOSA et al., 2001).

Reativo Keede A: Dissolver 2 g de 3,5 dinitrobenzoico (CeHz(NO2).COOH) em
50 mL de metanol.

Reativo Keede B: Dissolvidos 2,85 g de hidréxido de potassio (KOH) em 100 mL

de metanol.

Analise Qualitativa para Flavonoides

Reagente de Shinoda: Em trés tubos de ensaio foram adicionados respectivamente
3 mL de cada solugdo metandlica. Em seguida, foi adicionado 5 gotas de HCI concentrado
e raspas de Magnésio. O surgimento de uma coloracéo résea na solugéo indica a presenca
de flavonoides (MATOS, 1997; BARBOSA et al., 2001).

Reagente de Pew: Adicionar 3 mL de cada solugcdo metanolica em respectivas
capsula de porcelana e a levar a banho-maria até a secura. Em seguida, foi adicionado 3
mL de metanol (CH3OH) e transferido para os respectivos tubos de ensaio. Em seguida,
foi adicionando pequenas porcbes de zinco metélico e trés a cinco gotas de acido
cloridrico concentrado. O surgimento lento de coloragdo avermelhada indica a presenca

de flavonoides.
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Reagente de Hidroxido de Sédio a 20%: Foi adicionado em respectivos tubos de
ensaio 3 mL de cada solugdo e 1 mL de NaOH a 20%. A coloracdo amarela indica a
presenca de flavonoides.

Analise Qualitativa para Benzoquinonas, Naftoquinonas e Fenantraquinonas

Reagente orto-dinitrobenzeno a 5%: Foi transferido para os respectivos tubos de
ensaio uma aliquota de 3 mL de cada solugdo metandlica. Em seguida, foi adicionado 2
gotas de NaxCOs a 25%, 2 gotas de formaldeido a 4% e 2 gotas de orto-dinitrobenzeno a
5%. A mistura foi aquecida em banho-maria. O aparecimento de coloracéo violeta indica
a presenca de derivados benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas (MATOS,
1997; BARBOSA et al., 2001).

Biomoléculas Solaveis em Solucdo Cloroférmica

Foi preparada uma solugdo cloroférmica com 250 mg de cada extrato
hidroalco6lico seco em 50 mL de cloroférmio. As solugdes foram mantidas em geladeira
em vidro ambar. A solucéo cloroférmica serviu para determinar os testes de esteroide e

triterpenoides. De acordo com os parametros de Matos (1997) e Barbosa et al., (2001).

Anélise Qualitativa para Esteroides e Triterpenoides

Reacdo de Lieberman-Burchard: Foi transferido 30 mL de cada solucdo
cloroférmica para os respectivos béqueres de 100 mL, desidratadas com sulfato de sodio
anidro (Na>SOgy) e filtrada em funil contendo algoddo com uma pequena camada do
sulfato de sddio anidro. Foi transferido 10 mL do filtrado para os respectivos tubos de
ensaio, adicionado 1 mL de anidrido acético e posteriormente agitado suavemente. Em
seguida, foi adicionado, cuidadosamente, 3 gotas de H2SO4 concentrado. E novamente foi
colocado em leve agitagcdo. A coloracdo azul evanescente seguida de verde persistente
indica a presenca de esteroides livre. Coloracdo de parda a vermelha indica a presenca de
triterpenoides pentaciclicos livres (MATOS, 1997; BARBOSA et al., 2001).

Biomoléculas Soltveis em Solucio Acida

Para o teste de identificacdo de alcaloides, foram dissolvidas 25 mg de cada
extrato hidroalcodlica seco em 5 mL de acido cloridrico (HCI) a 5%. Em seguida, foi
realizada uma filtracdo simples. Essas solugdes foram usadas para identificagdo de

alcaloides.
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Anélise Qualitativa para Alcaloides

Na analise de alcaloides foi usado o reagente de Bouchardat, Dragendorff e de
Mayer. Foi usada uma aliquota 3,0 mL de cada extrato hidroalcoolico acido em tubos de
ensaio devidamente identificado. Posteriormente, foi adicionado de 3 a 5 gotas dos
reagentes.

Reagente de Bouchardat: Dissolver 2 g de iodeto de potassio (KI) e 1,27 g de iodo
ressublinado em agua destilada e completar o volume a 100 mL de solucgéo.

Reagente de Dragendorff: Em banho de gelo, dissolver 2,5 g de carbonato de
bismuto (I11) (Bi2(COz)3) em 25 mL de 4gua. Adicionar cuidadosamente 6 mL de &cido
cloridrico (HCI) concentrado; e posteriormente acrescentar gradativamente 12,5 g de
iodeto de potassio (KI). Apds a dissolucao, completar o volume para 50 mL com agua
destilada.

Reagente de Mayer: Dissolver 1,36 g de cloreto de mercurio (1) (HgCl2) em 60
mL de agua destilada. Dissolver 5 g de iodeto de potéssio (KI) em 10 mL de agua.
Misturar as duas solugbes e diluir para 100 mL com &gua destilada. (MATOS, 1997,
BARBOSA et al., 2001).

43



RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras da espécie G. weberbaueri foram separadas em folhas, colmo e
rizoma. Em seguida, foram obtidos quatro tipos de extrato o aquoso, metandlico,
cloroférmico e acido de cada amostra seca. A analise de prospeccdo fitoquimica
confirmou a presenca significativa para a classe dos metabolitos fendis e taninos,
heterosideos ou glicosideos, flavonoides e esteroides e triterpenos. O teste para saponinas
apresentou positivo apenas para as folhas. O teste de proteinas e aminoacidos
apresentaram também positivo para 0s quatro extratos analisados (Tabela 3).

Tabela 3- Presenca de compostos secundario. O (-) significa auséncia. O (+) significa média presenga. O
(+++) significa forte presenca.

Extratos
Reagdo Quimica Metabolitos analisados = Folha = Colmo | Rizoma
Fendis e Taninos
Reagente de Cloreto Fenois +++ +++ +++
férrico Taninos pirogalicos - - -
Saponinas
Teste de espuma Saponinas + - -
Acidos Organicos
Reagente de Pascova Acido livre - - -
Heterosideos ou Glicosideos
Reagente de Fehling Monossacarideo redutor T4+ +++ +
Proteinas e Aminoéacidos
Reagente de Nihidrina Proteina + + +
Glicosideos Cardiotdnicos
Reagente de Keede Cardendlido - - -
Flavonoides
Reagente de Shinoda Flavonoides + + +
Reagente de Pew Flavonoides + + +
Reagente de NaOH Flavonoides + +++ +++
Esteroides e Triterpenoides
Reagente de Lieberman- Triterpenoide +++ +++ +++

Burchard

Alcaloides
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Reagente de Alcaloides - - -
Dragendorff
Reagende de Mayer Alcaloides - - -
Reagente de Bouchardat Alcaloides - - -
Derivados Quino6nicos

Reagente orto- Benzoquinonas, - - -
dinitrobenzoico Naftoguinonas e
Fenantraquinonas

Na Figura 10, mostra os testes realizados para fendis, acido organico, saponinas e
acucares redutores. Os testes foram analisados de acordo com os parametros de
colorimetria para identificar a presenca ou auséncia dos componentes quimicos
constituintes do Guadua weberbaueri.

Figura 10 - Resultado dos testes fitoquimicos. (A) teste para identificacdo de fendis, no extrato das folhas.
(B) teste de identificacdo de Acidos Organicos, no extrato das folhas. (C) teste para identificagio de
Saponinas, nos trés extratos, folhas, rizoma e colmo, recpectivamente. (D) identificagdo de aclcares
redutores, no extrato de colmo. Fonte da foto: SOUZA, R. R (2023).

Estudo realizado com a espécie de bambu Guadua angustifolia foi confirmado em
sua composicao quimica, metabdlitos parecidos com o G. weberbaueri. Os pesquisadores
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identificaram esteroides, saponinas, flavonoides e taninos. A diferenca marcante foi a
presenca de alcaloides e quinonas (MARTINES et al., 2015).

Outro estudo, realizado com a espécie Guadua angustifolia Kunth, foi realizado
usando os extratos acetonicos e etanolico do colmo, sendo analisado em Cromatografia
de Camada Delgada (CCD). Os autores identificaram as classes de compostos para
alcaloides, fenois, flavonoides, triterpenos e saponinas, tendo também bastante
similaridade com a espécie em estudo G. weberbaueri (MOSQUERA et al., 2015).
Echavarria et al. (2012), utilizando a mesma espécie pela técnica de cromatografia gasosa
acoplada a massa (CG/MS), em que usou o0 extrato do vinagre de Guadua em éter dietilico
como extrator, conseguiu isolar 14 compostos, dentre eles o metanol, 2-ciclopent-1-ona-
2-hidroxi-3metil, fenol, siringol, entre outros.

Gomez et al. (2021) também identificou os compostos presentes no G.
angustifolia Kunth para técnica de cromatografia gasosa acoplada a massa (CG/MS) em
acido pirolenhoso do extrato do colmo, tendo como identificagdo mais relevante os
compostos fendlicos isolados para: mequinol, isocreosol, 4-etilfenol, 4-etil-2-
metoxifenol, 3,5-dimetoxi-4-hidroxitolueno e 2,6-dimetoxifenol, de maior relevancia.

Estudos fitoquimicos realizados por Coffie et al. (2014) em trés espécies de
bambus a Bambusa vulgaris, Bambusa ventricosa e Oxytenanthera abyssinica foram
testadas em uma triagem fitoquimica de suas folhas, tanto em estado Umido quanto seco,
tendo a presenca de taninos, saponinas, glicosideos, glicosideos cianogénicos,
flavonoides e cumarinas em ambos o0s extratos.

Outros estudos foram realizados com a espécie Bambusa vulgaris analisando o
extrato metandlico dos galhos e do extrato das folhas secas (ROSA et al., 2018;
VALIATTI et al., 2020). Foram identificados a presenca de flavonoides, compostos
fenolicos e taninos em seu extrato metanolico dos galhos, apresentando potencial
antioxidante. Outro estudo fotoquimico da mesma espécie foi identificado no extrato
aquoso das folhas secas, dando a presenca de alcaloides, flavonoides, triterpenos, taninos,
antraquinonas, saponinas, cumarinas volateis e auronas e chalconas (VALIATTI et al.,
2020). A espécie G. angustifolia apresenta esse constituinte em suas folhas (ALVAREZ
et al., 2015) e em seu colmo (MOSQUERA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015).

Joselin et al. (2014) analisou as folhas de cinco espécies de bambu a Bambusa
arundinaceae, Bambusa heterostachya, Bambusa ventricosa, Bambusa vulgaris e
Dendrocalamus strictus em uma triagem fitoquimica usando extratos aquoso, éter de

petrdleo, cloroférmio, etanol e acetona. Dos 25 extratos analisados, 18 apresentaram
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ensaio positivo para fitoesterdis, 15 para proteinas e 13 extratos para carboidratos e
terpenoides. Foram 9 extratos identificaram a presenca de compostos fenolicos e
alcaloides, 7 para flavonoides e cumarinas e 7 para saponinas e glicosideos. Os autores

ndo identificaram nos extratos analisados a presenca de quinonas.
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CONCLUSAO

Os estudos fitoquimicos dos extratos aquoso, metanolico, cloroférmico e acido do
Guadua weberbaueri das folhas, rizoma e colmo, apresentaram basicamente 0s mesmos
tipos de metabdlitos secundarios que outras espécies analisadas, diferenciando em
presenca forte e média.

As principais classes de biomoléculas identificadas no estudo fitoquimico foram:
fenois, heterosideos/glicosideos, flavonoides e esteroides e triterpenoides, em alta
concentracdo tanto nas folhas, quanto no rizoma e colmo. A classe de saponinas foi

identificada apenas nas folhas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os ensaios antibacterianos tiveram respostas significativas para cada uma das
cepas em determinado extrato e concentracdo, as melhores sendo na concentracdo de
extrato acima de 50 mg/mL.

A prospeccdo fitoquimica apresentou constituintes semelhantes aos resultados
analisados de outras espécies de bambu, levando em consideracdo o mesmo género

Guadua, como também, em outros géneros estudados.
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