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RESUMO 

Avicennia schaueriana, conhecida popularmente como mangue preto ou siriúba, foi 
selecionada para este estudo devido ao forte potencial antifúngico e antioxidante detectado 
nos extratos brutos de caules e folhas. O gênero Avicennia (Acanthaceae) é caracterizado 
quimicamente pela presença de iridoides glicosilados, flavonoides, diterpenos e 
naftoquinonas, porém não há registro de estudos fitoquímicos com A. schaueriana. Sendo 
assim, o presente trabalho teve como objetivo comparar o perfil químico de A. schaueriana 
coletada em dois diferentes locais, direcionando o estudo para a identificação dos compostos 
e/ou das classes de compostos responsáveis pelas atividades antifúngica e antioxidante. Para 
tanto, folhas e caules de A. schaueriana coletados na Ilha do Cardoso (IC) e em Itanhaém (It) 
foram moídos e extraídos com etanol sob pressão e temperatura. Os extratos etanólicos de 
folhas e caules foram particionados com éter de petróleo, clorofórmio e acetato de etila. 
Posteriormente, os extratos e frações foram submetidos a análises em CLAE para verificação 
do perfil químico. Para avaliação da atividade antioxidante, os extratos e frações foram 
submetidos a ensaio qualitativo em cromatografia de camada delgada (CCD) com uma 
solução do radical DPPH e ensaio quantitativo em microplaca com DPPH, e para a 
identificação das classes de compostos responsáveis pela atividade, foram realizadas 
revelações químicas com Cloreto de Alumínio (5%) e NP-PEG, além da quantificação de 
fenóis totais. Para avaliação da atividade antifúngica, os extratos e frações foram submetidos a 
ensaio qualitativo por bioautografia em CCD com os fungos filamentosos Cladosporium 
sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Colletotrichum lagenarium, ensaio 
quantitativo pelo método de diluição em Ágar com o fungo filamentoso Colletotrichum 
gloeosporioides, e determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI) com os fungos C. 
gloeosporioides e C. sphaerospermum. As frações ativas foram purificadas por cromatografia 
em camada delgada preparativa e identificadas a partir de análises por Cromatografia Líquida 
acoplada a Espectrometria de Massas (CL-EM) e Cromatografia Gasosa acoplada a 
Espectrometria de Massas (CG-EM). A comparação do perfil químico entre A. schaueriana 
(IC) e (It) mostrou que existem diferenças quantitativas de acordo com o perfil 
cromatográfico, e qualitativas de acordo com a identificação de alguns compostos. A. 
schaueriana (IC) se mostrou mais ativa em relação à A. schaueriana (It) para as duas 
atividades biológicas testadas. Na atividade antioxidante, o maior teor de compostos fenólicos 
detectado em A. schaueriana (IC) relaciona-se diretamente ao potencial de sequestro de 
radicais livres, estando a atividade provavelmente relacionada à presença de flavonoides 
detectados por revelações químicas. Já a atividade antifúngica provavelmente está relacionada 
à presença de naftoquinonas, dentre elas o lapachol, à ampla gama de ésteres metílicos de 
ácidos graxos, à presença do lupeol, e também de derivados do ácido cinâmico, sendo que a 
diferença de potencial antifúngico entre IC e It, provavelmente se deve à presença mais 
marcante das naftoquinonas em IC do que em It, na qual praticamente não foram detectadas. 
 
 
 
Palavras chave: Avicennia schaueriana, metabolismo secundário, perfil químico, potencial 
antioxidante, potencial antifúngico, naftoquinonas.  
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ABSTRACT 

Avicennia schaueriana, popularly known as black mangrove or siriuba was selected for this 
study due to the strong antifungal and antioxidant potential detected in crude extracts of stems 
and leaves. The genus Avicennia (Acanthaceae) is chemically characterized by the presence of 
iridoid glycosides, flavonoids, diterpenes and naphthoquinones, but there is no record of 
phytochemical studies with A. schaueriana. Therefore, this study aims to compare the 
chemical profile of A. schaueriana collected in two different locations, regarding the 
identification of compounds and/or classes of compounds responsible for the antifungal and 
antioxidant activities. For this purpose, leaves and stems of A. schaueriana collected at Ilha 
do Cardoso (IC) and Itanhaém (It) were ground and extracted with ethanol under pressure and 
temperature. The ethanolic extracts of leaves and stems were partitioned with petroleum ether, 
chloroform and ethyl acetate. Subsequently, the extracts and fractions were subjected to 
HPLC analysis for verification of chemical profile. To evaluate the antioxidant activity, the 
extracts and fractions were subjected to qualitative assay on thin layer chromatography (TLC) 
with a solution of DPPH and quantitative microplate assay with DPPH. Aluminum chloride 
(5%) and NP-PEG were used for the detection of flavonoids, and the phenolic content 
was measured using the Folin-Ciocalteau reagent. To evaluate the antifungal activity, the 
extracts and fractions were subjected to qualitative assay by bioautography TLC with 
filamentous fungi Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides and C. 
lagenarium, quantitative assay by agar dilution method with the filamentous 
fungusColletotrichum gloeosporioides. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 
determined for C. gloeosporioides and C. sphaerospermum. The active fractions were purified 
by preparative thin layer chromatography and identified from the analysis on LC-MS and GC-
MS. A comparison of the chemical profile between A. schaueriana (IC) and (It) has shown 
that there are quantitative and qualitative differences according to the chromatographic profile 
and the identification of some compounds, respectively. A. schaueriana (IC) was more active 
in relation to A. schaueriana (It) for the two tested biological activities. The higher content of 
phenolic compounds inA. schaueriana (IC) seems to be directly related to the potential for 
scavenging free radicals, and to the presence of flavonoids. The antifungal activity could 
probably be related to the presence of naphthoquinones, lapachol among them, the wide range 
of methyl esters of fatty acids, the presence of lupeol, and also derivatives of cinnamic acid. 
The higher antifungal potential of IC is probably due to the presence of naphthoquinones. 
 
 
 
Keywords: Avicennia schaueriana, secondary metabolism, chemical profile, antioxidant 
activity, antifungal activity, naphthoquinones.  
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1. Introdução 

 
Do ponto de vista utilitarista a biodiversidade é fonte de muitos recursos úteis, ou 

potencialmente úteis para as populações humanas, tais como alimentos, fármacos e matérias 

primas (Hanazaki, 2003). Deste modo, a prática da utilização de recursos naturais no 

tratamento e cura de doenças esteve presente na espécie humana desde os primórdios da 

civilização. O homem, preocupado com sua integridade física e o alívio da dor, observava 

constantemente as características da natureza e a partir da relação dos animais com as diversas 

espécies vegetais, avaliava quais apresentavam potencialidade de uso para alívio de seus 

problemas, utilizando-as como medicamento, alimento e até mesmo produzindo ferramentas 

(Di Stasi, 1996). 

Atualmente, a Organização Mundial da Saúde calcula que 80% da população do 

planeta utilizam de alguma maneira, plantas como medicamentos. Porém, o desconhecimento 

sobre a biodiversidade das florestas tropicais torna o uso dos produtos naturais reduzido a um 

pequeno número de plantas conhecidas. Estima-se que no mundo, sejam utilizadas cerca de 

25.000 espécies nas preparações da medicina tradicional (Garcia, 1995), sendo que só no 

Brasil são catalogadas mais de 55.000 espécies vegetais de um total estimado entre 350.000 e 

550.000 (Guerra; Nodari, 2001). 

A observação da natureza pode ser válida na descoberta de novas substâncias químicas 

com potenciais terapêuticos, sendo assim, os vegetais constituem uma rica fonte de novas 

substâncias com atividade biológica potencial (Di Stasi, 1996). No entanto, a diminuição das 

coberturas vegetais implica na perda da diversidade, além de inviabilizar o conhecimento 

aprofundado da mesma (Souza, 2007). 

Como tentativa de direcionar esforços na preservação da biodiversidade, Myers (1988) 

criou o conceito “hotspot de biodiversidade”. Os hotspots são áreas onde há elevada 

quantidade de espécies endêmicas, porém com risco de perda de seu habitat (Myers et al., 

2000). Atualmente estima-se que a soma da área total dos 34 hotspots existentes, seja 

equivalente a apenas 2,3% da superfície terrestre (Conservation International, 2011), sendo 

que grande parte da população mundial vive dentro destes hotspots, apresentando elevado 

crescimento demográfico (Hanazaki, 2003). 

O Brasil possui biomas de grande diversidade genética (Souza, 2007), dentre eles a 

Mata Atlântica, um dos 34 hotspots mundiais (Pinto et al., 2006; Lagos; Muller, 2007; 
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Conservation International, 2011). A Mata Atlântica é considerada o bioma mais rico em 

biodiversidade do planeta (S.O.S. Mata Atlântica, 2010), além de possuir várias formações 

associadas como manguezais, restingas, formações campestres de altitude e brejos (Tabarelli 

et al., 2005). Sua extensão original perfazia 1.300.000 Km², o que correspondia a 15% do 

território nacional, englobando 17 estados brasileiros, embora atualmente 93% dessa floresta 

já tenham sido devastados ou alterados de alguma maneira (S.O.S. Mata Atlântica, 2010). 

Essa redução de área se deve ao fato de que cerca de 60% da população brasileira vivem 

nestas regiões, exercendo pressões por intermédio dos impactos de suas atividades, tais como 

desmatamentos, exploração de recursos minerais, implantação de projetos agropecuários, 

queimadas criminosas, entre outros (Silva; Andrade, 2005; S.O.S. Mata Atlântica, 2010). Tais 

fatores intensificam a perda da diversidade, levando à fragmentação do conhecimento sobre o 

funcionamento do ecossistema (Pinto et al., 2006). 

Somada à perda de diversidade, estima-se que menos de 1% da flora brasileira é 

conhecida quimicamente (Souza, 2007). Portanto, a intensificação de investimentos nesta área 

de estudo possibilitará o uso e o manejo sustentável, além da preservação das espécies 

reconhecidamente importantes no aspecto farmacológico/medicinal. 

 

1.1 Os metabólitos secundários ou especiais 

Apesar da facilidade para sintetizar substâncias em laboratório, as plantas continuam 

sendo importantes fontes de fármacos, pois os produzem naturalmente, sem fornecimento 

adicional de energia. Além disso, a estrutura de algumas moléculas é tão complexa, que os 

métodos para a síntese em laboratório são muito onerosos (Raven; Evert; Eichhorn, 2007). 

A variedade de substâncias que as plantas produzem, deriva em grande parte do seu 

metabolismo secundário (Raven; Evert; Eichhorn, 2007), ou também denominado por vários 

autores como metabolismo especial (Monteiro et al., 2005; Furlan et al., 2010). No interior 

das células de todas as plantas ocorrem reações enzimáticas pertencentes ao metabolismo 

vegetal, que é dividido, didaticamente, em duas partes: a síntese de metabólitos primários, e a 

síntese de metabólitos secundários, formados a partir de vias metabólicas alternativas, e 

muitas vezes, dependentes do metabolismo primário (Fávero; Pavan, 1997; Santos, 2001). 

Durante a fotossíntese as plantas utilizam a energia da luz solar para sintetizar os 

compostos carbonados necessários aos processos celulares essenciais à vida. Fazendo uso de 

seis moléculas de gás carbônico (CO2) e seis moléculas de água (H2O), produzem glicose, 

liberando oxigênio e energia na forma de ATP. Essa glicose produzida é translocada pela 
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planta, na maioria das vezes, na forma de sacarose, ou ainda armazenada, por exemplo, na 

forma de amido (Pimentel, 1998; Taiz; Zeiger, 2009). 

Durante a respiração celular ocorre a oxidação dos açúcares produzidos na fotossíntese 

através da glicólise, do ciclo de krebs (ou ciclo do ácido cítrico) e da fosforilação oxidativa, 

produzindo ATP e liberando uma série de ácidos orgânicos. Os intermediários desses 

processos bioquímicos e os substratos gerados proporcionam o ponto de partida para inúmeras 

rotas biossintéticas na planta (Taiz; Zeiger, 2009). 

Com a incorporação de nutrientes minerais absorvidos pelas raízes, associada aos 

substratos e a liberação de energia gerados na respiração, a planta produz os compostos 

necessários ao seu crescimento e desenvolvimento, como os carboidratos, lipídeos, 

aminoácidos (proteínas) e ácidos nucléicos. Tais compostos pertencem ao metabolismo 

primário do carbono, ou metabolismo principal, sendo denominados, portanto, de metabólitos 

primários, por serem indispensáveis à existência e manutenção da vida e ocorrerem em todos 

os vegetais (Taiz; Zeiger, 2009). 

Já os demais compostos intermediários e produtos destes processos bioquímicos são 

precursores de rotas biossintéticas alternativas, que levam à formação dos metabólitos 

secundários, ou especiais (Dewick, 2009; Taiz; Zeiger, 2009).  

Estas substâncias, apesar de não serem essenciais ao desenvolvimento da planta, 

contribuem na defesa contra predadores e desenvolvimento de estratégias para permanência 

em seu ecossistema, apresentando atividades biológicas interessantes, e sendo assim, 

utilizadas principalmente na indústria farmacêutica (Ferri, 1996; Santos, 2001).  

Os metabólitos secundários, ou especiais, podem ser divididos em três grandes grupos 

quimicamente distintos: terpenos, compostos nitrogenados e compostos fenólicos (Taiz; 

Zeiger, 2009), dentro dos quais são encontradas diversas classes químicas. O ciclo 

biossintético geral dos metabólitos secundários encontra-se ilustrado na Figura 1 a seguir.  

Terpenos, terpenóides ou isoprenóides são compostos que derivam da união de 

unidades pentacarbonadas que apresentam um esqueleto ramificado de isopentano, elemento 

estrutural básico dos terpenos, também denominado como unidade isoprênica (difosfato de 

isopentenila – IPP) (Aharoni et al., 2006; Taiz; Zeiger, 2009). Os terpenos constituem o maior 

grupo de produtos secundários, sendo sintetizados pela via do ácido mevalônico ou via fosfato 

de metileritritol (Simoes; Spitzer, 2003). Apesar de serem sintetizados a partir de poucas vias 

bioquímicas, as várias formas de modificações enzimáticas tais como, hidroxilações, 

acetilações e metilações, adicionam uma grande diversidade estrutural aos compostos 

emitidos, aumentando a volatilidade dos mesmos no passo final de sua formação (Dudareva et 
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al, 2004; Gang, 2005). Nas plantas, tais compostos desempenham funções fisiológicas e 

ecológicas específicas para sua sobrevivência e adaptação ao meio ambiente, atuando na 

defesa contra herbivoria e ataque de patógenos, atração e orientação de polinizadores, atração 

de dispersores de sementes e na transmissão de informações sobre o status fisiológico da 

planta (Dudareva et al., 2011). 

 

 
Figura 1: Principais rotas biossintéticas do metabolismo secundário e suas associações ao metabolismo primário 
(Taiz; Zeiger, 2009). 
 

Já os compostos nitrogenados, englobam uma variedade de metabólitos secundários 

que contêm nitrogênio em sua estrutura. Essa categoria inclui compostos bem conhecidos 

como os glicosídeos cianogênicos, os glicosinolatos e os alcalóides, os quais são de grande 

interesse devido ao seu efeito tóxico e suas propriedades farmacológicas (Taiz; Zeiger, 2009). 

Desde tempos antigos que o homem vem utilizando os alcalóides na forma de extratos 

vegetais, como venenos, estimulantes, narcóticos e também na medicina. Para as plantas, 

muitos destes compostos atuam como substâncias de defesa contra animais e 

microorganismos, por exemplo (Heldt, 2005). 

Este grupo é proveniente de aminoácidos alifáticos e aminoácidos aromáticos, 

podendo ter em sua estrutura cadeias carbônicas provenientes de outras vias do metabolismo 
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secundário. Todos os alcalóides têm em comum a presença de um ou vários átomos de 

nitrogênio normalmente em um anel heterocíclico, o que lhes confere caráter alcalino 

(Buchanan, 2000). Tais compostos são armazenados sob a forma protonada, principalmente 

no vacúolo (Heldt, 2005). 

Outro grupo importante é o dos compostos fenólicos. Eles são caracterizados pela 

presença de um grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila funcional em um anel aromático 

(Taiz; Zeiger, 2009), e exibem uma grande diversidade de estruturas, com cerca de 10.000 

substâncias conhecidas (Simões et al., 2003; Taiz; Zeiger, 2009).  

Os fenólicos são normalmente encontrados como ésteres ou glicosídeos, e em menor 

escala, como compostos livres (Vermerris; Nicholson, 2006). Sua biossíntese ocorre pela via 

do ácido chiquímico que é a responsável pela formação da maioria dos fenólicos. Algumas 

estruturas são exclusivas desta via, como as encontradas nos ácidos fenólicos (C6-C1) e nos 

fenilpropanóides (C6-C3). Outras classes de fenólicos como os flavonóides (C6-C3-C6) são 

provenientes de biossíntese mista, na qual a via do ácido chiquímico fornece um anel C6-C3 

enquanto que a via do acetato malonato oferece o outro anel C6.  

Existem várias classes destes compostos, incluindo os fenóis simples, ácidos fenólicos, 

fenilpropanóides, flavonóides, taninos, ligninas e quinonas (Cseke et al., 2006). 

A maior parte das substâncias formadas por essa classe de compostos é destinada à 

produção de constituintes de parede estrutural, as ligninas, sendo as mesmas essenciais para o 

desenvolvimento vascular, possibilitando a capacidade de sustentação dos vegetais, a qual foi 

de extrema importância para a conquista do ambiente terrestre. Além disto, através dessa via é 

formada uma vasta matriz de constituintes que assumem papéis não estruturais, mas que são 

de extrema importância para defesa, desenvolvimento, sinalização ao estresse, e atração de 

polinizadores e dispersores de frutos ou repulsão de insetos (Vermerris; Nicholson, 2006).  

A variedade dos metabólitos secundários encontrados nas plantas pode ser explicada 

pelo fato de que os vegetais estão enraizados no solo e não podem se deslocar. Deste modo, 

eles não podem responder ao meio ambiente pelas mesmas vias que os animais e por isso 

criam artifícios moleculares para garantir sua sobrevivência (Gottlieb, 1990; Harborne 1993; 

Sandes; Di Biasi, 2000). 

Como os produtos de origem natural são sintetizados por organismos vivos, ou seja, a 

partir de seu metabolismo, espera-se que tais substâncias tenham maior chance de apresentar 

alguma atividade biológica (Sandes; Di Biasi, 2000). 

Segundo Rouhi (1997), a seleção de espécies com potencial farmacológico/medicinal 

realizada através de bioensaios dirigidos para a detecção de substâncias de interesse, viabiliza 



Introdução 

 

6 
 

a proteção e promove a exploração racional da diversidade vegetal, disponibilizando uma 

fonte de novos produtos para a humanidade. Neste contexto, durante a realização do projeto 

temático “Conservação e Utilização Sustentável da Biodiversidade Vegetal do Cerrado e Mata 

Atlântica: Diversidade Química e Prospecção de Novos Fármacos – Fase II”, dentro do 

programa BIOTA/FAPESP (Processo n° 03/02176-7), registrado no Instituto de Botânica de 

São Paulo sob número 03.03, nosso grupo se dedicou à bioprospecção de plantas nativas 

detentoras de atividades biológicas, realizando triagens no estado de São Paulo em regiões de 

Cerrado e Mata Atlântica. Estas triagens indicaram algumas espécies, dentre elas Avicennia 

schaueriana, selecionada para este estudo devido ao forte potencial antifúngico e antioxidante 

detectado em extratos brutos obtidos de seus caules e folhas em testes preliminares realizados 

pelo grupo. 

 

1.2 Gênero Avicennia 

O gênero Avicennia pertence à família Acanthaceae, sendo representado por duas 

espécies no Brasil: Avicennia schaueriana e Avicennia germinans (Profice, et al., 2010), as 

quais constituem a vegetação dos mangues (Barroso, 1991). Estudos demonstraram que 

Avicennia sp. pode se desenvolver em uma variedade de condições, desde substratos arenosos 

a argilosos (Bernini, et al., 2006), e dentro de seu ecossistema característico, é considerada a 

mais tolerante ao estresse ambiental, podendo ser encontrada em substratos altamente salinos 

ou em áreas sujeitas a baixas temperaturas (Silva et al., 2005). 

Os manguezais são ecossistemas tipicamente tropicais e estão presentes em quatro 

continentes e seis regiões geográficas do planeta, sendo as de maior ocorrência: América 

Central e Caribe, Índia, Península da Indochina, Brasil e Austrália (Fonseca; Rocha, 2004). 

São ecossistemas costeiros de transição entre o ambiente marinho e terrestre, estando sujeitos 

ao regime das marés. Ocorrem em regiões protegidas como estuários, baías e lagunas (Silva, 

et al., 2005), planícies e praias lodosas e desembocaduras de rios, sendo compostos por 

árvores e arbustos com grande tolerância a águas salobras (Fonseca; Rocha, 2004). A 

diversidade de espécies associadas aos manguezais depende das condições climáticas 

regionais e da proximidade com outras formações vegetais (Lacerda, 1999). 

O gênero Avicennia é caracterizado quimicamente pela presença de iridóides 

glicosilados (Bousquet-Mélou; Fauvel, 1998; Feng et al., 2006), flavonóides (Feng et al., 

2006), diterpenos (Subrahmanyam et al., 2006), naftoquinonas (Ito et al., 2000) – Figura 2, e 

já foram listadas algumas atividades biológicas, como ação anticolinesterásica em A. 

officinalis (Suganthy et al., 2009), efeito antiviral (Zandi et al., 2009) e antioxidante 
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(Ramadan et al., 2009) em A. marina

de quiabo e feijão (Tariq et al.

2009). Mais recentemente, estudos demonstraram potencial antibactericida nas cascas e raízes 

de A. schaueriana (Santos, et al., 2010).

 

Figura 2: Compostos identificados no gênero 
17: Flavonóides; 18 – 26: Naftoquinonas

 
1.3 Avicennia schaueriana Stapf & Leech.

 Avicennia schaueriana

siriúba (Ramos; Geraldo, 2007), possui raízes curtas e na posição vertical, próprias para solos 

salinos, denominadas pneumatóforos (

apresentam-se brilhosas e com glândulas que expelem sal (

encontra-se distribuída geograficamente nos estados do Pará, Maranhão, Ceará, São Paulo, 

Rio de Janeiro, Paraná e Santa Catarina, mas não é endêmica do Brasil (

 

 

A. marina, além da sua utilização no combate a fungos em raízes 

., 2006), e da comprovação de potencial alelopático (Chen et al., 

2009). Mais recentemente, estudos demonstraram potencial antibactericida nas cascas e raízes 

(Santos, et al., 2010). 

Compostos identificados no gênero Avicennia. 1 – 5: Iridoides glicosilados; 6 
Naftoquinonas. 

Stapf & Leech. 

schaueriana (Figura 3), conhecida popularmente como mangue preto 

2007), possui raízes curtas e na posição vertical, próprias para solos 

salinos, denominadas pneumatóforos (Silva, et al., 2005; Sérgio, et al., 

se brilhosas e com glândulas que expelem sal (Fonseca; Rocha, 2004). A espécie 

se distribuída geograficamente nos estados do Pará, Maranhão, Ceará, São Paulo, 

Rio de Janeiro, Paraná e Santa Catarina, mas não é endêmica do Brasil (Profice, 

7 

, além da sua utilização no combate a fungos em raízes 

, 2006), e da comprovação de potencial alelopático (Chen et al., 

2009). Mais recentemente, estudos demonstraram potencial antibactericida nas cascas e raízes 

 
 – 13: Diterpenos; 14 – 

popularmente como mangue preto ou 

2007), possui raízes curtas e na posição vertical, próprias para solos 

 2006). Suas folhas 

Rocha, 2004). A espécie 

se distribuída geograficamente nos estados do Pará, Maranhão, Ceará, São Paulo, 

Profice, et al., 2010).  
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Figura 3: Avicennia schaueriana. À direita e acima – destaque para as folhas. À direita e abaixo – destaque para 
os pneumatóforos. Foto: Kássia Fardin (2012).   

Estudos recentes demonstraram que A. schaueriana teve respostas morfológicas 

distintas em ambientes com diferente salinidade, indicando que, nos locais de maior 

competitividade para a espécie (ambiente salobro), houve um aumento na assimetria foliar em 

relação a plantas de ambiente salino, o que poderia estar relacionado ao aumento do gasto 

energético implicado pela competição (Santos, 2011). Em contrapartida, do ponto de vista 

químico, não há referências quanto ao seu metabolismo secundário e os compostos 

provenientes dele. 

Levando-se em consideração a falta de estudos fitoquímicos com A. schaueriana, 

torna-se importante a realização de um estudo mais aprofundado, já que a mesma se mostra 

promissora no isolamento de substâncias com potencial antioxidante e antifúngico. 

Além disso, a ocorrência da planta em diferentes manguezais, e em condições distintas 

de salinidade dentro do referido ecossistema, pode sugerir que haja diferença no perfil do 

metabolismo secundário em função do local, já que foram comprovadas alterações 

morfológicas em plantas encontradas em locais de alta competitividade quando comparadas 

aos mais habituais. 

Desta forma, um estudo que possibilite a comparação do perfil químico em diferentes 

locais de ocorrência, pode colaborar para o melhor entendimento da espécie, contribuindo 

ainda, neste caso, para a descoberta e o conhecimento de substâncias de interesse medicinal. 
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1.4 Antioxidantes 

Recentemente, tem havido um interesse crescente na descoberta e conhecimento de 

antioxidantes derivados de plantas. Antioxidante é uma substância que, em pequenas 

quantidades, é capaz de prevenir ou retardar, de forma significativa, a oxidação de materiais 

facilmente oxidáveis, tais como as gorduras, podendo agir na neutralização ou sequestro de 

radicais livres e até mesmo na quelação de metais de transição (Pietta, 2000; Liu, 2010; 

Miguel, 2010).  

Os radicais livres têm um papel importante nas reações bioquímicas/fisiológicas do 

corpo humano, no entanto, se houver produção excessiva de radicais de oxigênio durante os 

processos patofisiológicos ou devido a fatores ambientais adversos e não existirem 

antioxidantes disponíveis in vivo, podem ocorrer doenças e danos profundos em tecidos 

(Molyneux, 2004; Huang, 2005). O processo de envelhecimento e patologias como o câncer, 

enfisema, aterosclerose, artrites e outras doenças graves estão relacionadas com a oxidação de 

componentes biológicos como membranas celulares, proteínas e o DNA (Liu 2010; Miguel 

2010). Desta forma, a descoberta de substâncias com potencial antioxidante de origem 

vegetal, pode proporcionar o desenvolvimento de técnicas mais brandas para o tratamento de 

tais enfermidades. 

 

1.5 Antifúngicos 

É importante a descoberta de substâncias com potencial antifúngico devido à evolução 

contínua da resistência desses organismos tanto na medicina como na agricultura. A procura 

por agrotóxicos mais seguros, com menos toxicidade sobre o ambiente e os animais é uma 

grande preocupação (Oliva et al., 2003). Desta forma, estudos que visem o combate a fungos 

fitopatogênicos são de grande interesse agrícola, visto que os mesmos são responsáveis por 

grandes perdas e prejuízos de âmbito econômico, além dos danos ecológicos proporcionados 

pelo uso de pesticidas no seu combate. 

 Para estudar a atividade antifúngica, o presente trabalho realizou testes com fungos 

dos gêneros Cladosporium e Colletotrichum. Os fungos do gênero Cladosporium são, de 

maneira geral, saprofíticos do solo e de vegetais em decomposição, seus esporos são dispersos 

pelo ar, podendo causar alergias (Meng et al. 2012). Já os fungos do gênero Colletotrichum, 

são os responsáveis causadores de antracnose em diversas culturas, a qual é caracterizada pela 

desfolha precoce, podendo levar à morte do hospedeiro. O patógeno pode afetar qualquer 
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parte da planta, e quando a doença atinge o fruto, inutiliza-o para o consumo e, 

consequentemente para o comércio (Sussel, 2005). 

O fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries, é considerado uma espécie 

fitopatogênica em Anacardium occidentale L. (cajueiro), nos estados da Bahia, Ceara, Rio 

Grande do Norte e Piauí, em Lycopersicon esculentum Mill. (tomateiro), no Pernambuco, e 

também em Zea mays L. (milho), causando a podridão de Cladosporium (Mendes, Urben, 

2014). Enquanto que o fungo Cladosporium sphaerospermum Penzig, é uma espécie comum 

e cosmopolita, ocorrendo como invasor secundário em diversas partes de plantas, como a 

rizosfera do feijão, e sementes de arroz e milho. É encontrado em ambientes como ar, solo, 

comidas e tinturas, e mostra-se sensível a diversas substâncias químicas (Hoog, Garro 1995). 

Em humanos, C. cladosporiodes e C. sphaerospermum podem causar feohifomicose 

subcutânea (Gugnani et al. 2000, Vieira et al. 2001, Qiu-Xia et al. 2007, Sang et al. 2011) e 

doenças do trato respiratório (Yano et al. 2003). 

Já os fungos Colletotrichum lagenarium (Pass.) Penz. & Sacc. e Colletotrichum 

gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., são causadores de antracnose em diversas culturas 

agrícolas, principalmente em Averrhoa carambola L. (carambola) e Carica papaya L. 

(mamoeiro), sendo os maiores responsáveis pelas perdas pós-colheita nas mesmas (Mendes, 

Urben, 2014).  
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Comparar o perfil químico de A. schaueriana coletada em dois diferentes locais, 

direcionando o estudo para a identificação dos compostos e/ou das classes de compostos 

responsáveis pelas atividades antifúngica e antioxidante. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar o potencial antifúngico e antioxidante do extrato etanólico e das frações 

obtidas de caules e folhas de A. schaueriana, coletada nos dois locais. 

2. Purificar as frações ativas e comparar o perfil químico e atividades biológicas entre 

as plantas dos dois locais.  

3. Identificar as possíveis substâncias ativas.
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3. Metodologia 

3.1 Material vegetal 

O material vegetal foi coletado em dois diferentes locais. Um deles foi o Parque 

Estadual da Ilha do Cardoso (RSCabral 16 - SP), sendo este material denominado A. 

schaueriana (IC) e o segundo local, o manguezal do município de Itanhaém (Cordeiro 3336), 

sendo este material portanto, denominado A. schaueriana (It). Após a triagem, em ambas as 

coletas, o material foi separado em folhas e caules, e colocado em estufa para secagem com 

circulação de ar à temperatura de 40° C. O material seco foi moído em moinho de facas para 

obtenção do pó (Moinho de facas TE 625 Tipo Cróton, Marca TECNAL, Mesh 20). 

 

3.2 Extração 

O material seco em pó, obtido de caules (1807g) e de folhas (965g) de A. schaueriana 

(IC), assim como o obtido de caules (695g) e folhas (445g) de A. schaueriana (It) foi 

submetido, separadamente, à extração com álcool etílico hidratado (92,8º INPM), por meio do 

aparelho ASE (Acelerated Solvent Extractor, ASE 300, marca DIONEX), colocando-se 

aproximadamente 30g de material em cada cela. A extração por meio deste aparelho ocorre à 

pressão, temperatura e tempo controlados, e as condições foram de 15 min. por cela, a 60ºC. 

Após a obtenção da solução etanólica, a mesma foi concentrada em evaporador rotatório 

(BUCHI, Mod. R-114) e posteriormente liofilizada para obtenção do extrato etanólico seco. 

 

3.3 Partição dos extratos 

Os extratos etanólicos (EE) obtidos tanto de A. schaueriana (IC) como de A. 

schaueriana (It) foram submetidos a partições líquido/líquido com solventes orgânicos de 

polaridades crescentes: Éter de Petróleo, Clorofórmio e Acetato de Etila. No início da partição 

os EE foram solubilizados em uma solução de metanol (MeOH) e água (H2O) na proporção 

de 8:2 (v/v) e levados a um funil de separação no qual foram adicionados, por partição, 50 mL 

de cada solvente, totalizando 5 filtrações. À medida que os solventes foram trocados, a 

proporção de água na mistura aumentou para 6:4 (v/v). 

As frações e os resíduos obtidos no processo de partição foram concentrados em 

evaporador rotatório (BUCHI) e, posteriormente, permaneceram em banho-maria à 

temperatura de 50°C para a completa eliminação do solvente. 
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3.4 Análises cromatográficas 

3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada Analítica (CCDA) 

Os extratos e frações foram analisados por cromatografia em camada delgada analítica 

(CCDA) utilizando placas de sílica gel 60 F254 (0,2 mm, Merck). As placas foram eluídas em 

sistema de solventes apropriados para cada ensaio biológico, da seguinte maneira: 

• Clorofórmio e metanol (95:05, v/v) para os ensaios antifúngicos; 

• A fase superior de BAW (n-butanol/ácido acético/água, 40:10:50) para os ensaios 

antioxidantes. 

 Após desenvolvimento da cromatografia, as placas foram observadas sob luz UV nos 

comprimentos de onda (λ) a 254 nm e 366 nm, em equipamento CAMAG ReproStar 3 e 

fotografadas em câmera Epson PhotoPC 3000Z, posteriormente sendo submetidas à ensaios 

de atividade biológica para a localização das frações ativas. 

 

3.4.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) 

Considerando-se o forte potencial antifúngico detectado nos extratos de folhas e de 

caules de A. schaueriana proveniente dos dois locais de coleta, seguiu-se para a purificação 

das frações ativas através de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).  

A CCDP foi realizada em placas de vidro de 20 X 20cm cobertas com sílica gel 60 

PF254 (Merck) na proporção de 6g de sílica em 15 mL de água destilada por placa, utilizando-

se equipamento automático CAMAG para sua preparação com a espessura da camada de 

sílica ajustada para 0,5mm. O sistema de eluição utilizado foi CHCl3:MeOH (95:5 v/v). Após 

a eluição e análise sob luz UV à (λ) 254 nm e 366 nm, as faixas de interesse foram marcadas, 

separadas e, posteriormente a sílica contendo material adsorvido foi submetida à filtração com 

metanol em sistema sob vácuo. As sub-frações resultantes foram levadas ao banho-maria (50 

°C) para completa eliminação do solvente e re-submetidas à ensaios biológicos para a 

confirmação e seleção das mais ativas. 

 

3.4.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

Para verificação do perfil cromatográfico dos extratos brutos, das frações e sub-

frações, as mesmas foram diluídas em metanol na concentração de 1mg/mL, e injetadas uma a 

uma em sistema de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – High Performance 

Liquid Chromatography) Varian Pro Star 310 (analítico) com loop de 20 µL. A coluna 



Metodologia 

 

14 
 

utilizada foi uma Restek Ultra C-18 (150mm X 4,6mm: 5µm) com pré-coluna Polaris 

(Varian) A 2000-MG2. As análises foram realizadas nas seguintes condições:  

• Fluxo de 1,6 mL/min; 

• Injeção: 20 µL; 

• Fase móvel contendo metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e água deionizada 

(H2O Mili-Q) em sistema de gradiente: 

- Tempo 0 min – [05:05:90], 

- Tempo 35 min – [05:55:40], 

- Tempo 40 min – [10:90:0]; 

• Detecção: 

- (λ) 254nm; 

• Tempo total: 40 minutos. 

 

3.5 Identificação dos compostos presentes nas frações purificadas 

 Com o objetivo de obter dados substanciais à identificação dos compostos, as frações 

e sub-frações de interesse foram analisadas por técnicas espectroscópicas diferentes e 

complementares, tais como: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a 

Espectrômetro de Massas (LC-MS – Liquid Chromatography and Mass Spectrometry) com 

analisador do tipo quadrupolar de armadilha de íons (ESI), e Cromatografia a Gás acoplada a 

Espectrômetro de Massas (GC-MS – Gas Chromatography and Mass Spectrometry) com 

analisador de massas quadrupolar. 

 

3.5.1 Análise por LC-MS-MS/ESI(+) 

As análises em LC-MS-MS/ESI(+) foram realizadas pela Central Analítica do Instituto 

de Química da Universidade de São Paulo (USP). O sistema utilizado foi composto por um 

LC da marca Shimadzu, com bomba LC-10AD vp, detector UV-Vis SPD-M10A vp, injetor 

automático SIL-10AF, coluna Restek Ultra C-18 (150mm X 4,6mm: 5µm) com pré-coluna 

Polaris (Varian) A 2000-MG2, e um MS modelo Amazon Speed ETD da marca Bruker 

Daltonics, com ionização e analisador do tipo quadrupolar de armadilha de íons (íon trap). 

Todos os dados foram obtidos no modo positivo ESI(+).  

As sub-frações foram preparadas na concentração de 1mg/mL de metanol, e as 

análises foram realizadas nas seguintes condições: 

• Fluxo de 1 mL/min; 
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• Injeção: 20 µL; 

• Fase móvel contendo acetonitrila (ACN – acidificada com 0,1% de ácido fórmico) 

e água deionizada (H2O Mili-Q – acidificada com 0,1% de ácido fórmico) em 

sistema de gradiente: 

- Tempo 0 min – [10:90], 

- Tempo 35 min – [60:40], 

- Tempo 40 min – [100:0]. 

• Detecção: 

- Os perfis foram registrados a (λ) 254nm; 

• Tempo total: 40 minutos. 

 

3.5.2 Análise por CG-EM (GC-MS) 

O sistema CG-EM é composto por um cromatógrafo gasoso Agilent (série 6890) 

Hewlett-Packard, acoplado a espectrômetro de massas, com sistema quadrupolo (Agilent 

5973 Network Mass Selective Detector), e energia de ionização de 70eV. A coluna capilar 

utilizada foi HP 5-MS (3m x 0,2mm de diâmetro interno, com 0,25 cm de espessura). O Helio 

foi utilizado como gás de arraste a uma pressão de 80 KPa e velocidade linear de 1 mL/min. 

Levando-se em consideração os diferentes aspectos, em relação à volatilidade das 

amostras a serem analisadas, foram utilizadas duas metodologias distintas:  

Análise das frações apolares e sub-frações  

As frações de éter de petróleo e as sub-frações ativas foram diluídas em metanol na 

concentração de 8mg/mL e analisadas nas seguintes condições: injetor a 260°C, com volume 

de injeção de 1,5µL. Temperatura inicial de 75ºC mantida por 10 minutos e aquecimento da 

coluna em 10ºC por minuto até 280ºC por 20 minutos (tempo total de análise de 51 min.). 

Análise das frações de polaridade média a alta 

Por serem amostras de maior polaridade, e consequentemente possuírem compostos de 

mais difícil volatilização, as frações clorofórmicas, frações de acetato de etila e os resíduos 

hidrometanólicos foram submetidos ao processo de metilação para verificar a ocorrência de 

compostos ácidos, segundo metodologia proposta por Shafaghat (2011), que consiste em 

adicionar 2mL de hexano para cada 100mg de amostra (devidamente pesada e armazenada em 

tubo plástico) e agitar, adicionando posteriormente 200 µL de uma solução metanólica de 

hidróxido de potássio (KOH) 2Mol/L. Vedar o tubo com tampa PTFE, e agitar vigorosamente 

(em aparelho Vortex) durante 60 segundos. Deixar em repouso até o sobrenadante clarear 
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para coletá-lo em seguida, pois esta é a fase que contém os ésteres metílicos. A solução pode 

ser mantida em refrigerador até a análise por no máximo 12 horas. 

Após a metilação das amostras, as mesmas foram analisadas nas seguintes condições: 

injetor a 250°C, com volume de injeção de 1,5µL. Temperatura inicial de 60ºC mantida por 3 

minutos e aquecimento da coluna em 5ºC por minuto até 220ºC por 5 minutos (totalizando 40 

min. de análise).  

A identificação dos compostos foi baseada na comparação dos espectros de massas 

encontrados com os da biblioteca NIST 08 instalada no equipamento e com dados da literatura de 

compostos já identificados para o gênero Avicennia, bem como de outros gêneros característicos 

de manguezal.  

 

3.6 Quantificação de Fenóis Totais 

A quantificação de fenóis totais foi realizada pelo método colorimétrico de Folin-

Ciocalteu descrito por Marinova et al. (2005), com adaptações para microplaca. 

Para realizar a quantificação é necessária a comparação das absorbâncias das amostras 

com as de uma curva padrão, portanto, foi preparada uma curva de ácido gálico nas 

concentrações de 20µg/ml; 40µg/ml; 60µg/ml; 80µg/ml; 100µg/ml; 120µg/ml; e 140µg/ml. 

Os extratos e frações foram diluídos na concentração de 500μg/mL. 

O ensaio, realizado em triplicata, consiste em adicionar em cada cavidade da 

microplaca, na seguinte ordem: 90μL de água destilada, 10μL de padrão ou amostra, 10μL do 

reagente Folin-Ciocalteu e esperar 5 minutos. Logo após, adicionar 100μL de carbonato de 

sódio (Na2CO3) 7% (em água destilada), 40μL de água destilada, misturar e incubar por 90 

minutos. A leitura foi feita a 750nm em aparelho BIOTEK KC4 e os resultados foram 

expressos em porcentagem de fenóis em equivalentes de ácido gálico. 

 

3.7 Revelações químicas 

Para a detecção de flavonoides, foram realizadas duas revelações químicas, sendo uma 

com NP-PEG e outra com Cloreto de Alumínio (AlCl3 - 5%). 

Para tanto, alíquotas de 200 µg do extrato etanólico (EE) de caules e folhas, e 

alíquotas de 100 µg das frações de ambas as amostras (It e IC), foram aplicadas em placas de 

camada delgada (CCD) de sílica gel 60 F254 (0,2 mm, Merck), e eluídas com a fase superior 

de BAW (n-butanol/ácido acético/água, 40:10:50), usando como controle positivo a 
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Quercetina (2,5 µg), dissolvida em metanol. Logo após a eliminação do solvente, os 

cromatogramas foram revelados com as soluções dos reagentes, seguindo os protocolos: 

 

NP-PEG:  

 Borrifar primeiro solução A (2-Aminoetil difenilborato – 1% em MeOH) e depois a 

solução B (polietileno glicol 6000 – 5% em EtOH). Visualizar sob luz UV (366nm). 

 AlCl3 – 5%: 

 Borrifar na placa uma solução de Cloreto de Alumínio (5% em EtOH) e visualizar sob 

luz UV (366 nm). 

 
3.8 Atividades Biológicas 

3.8.1 Atividade Antioxidante (anti-radicalar) 

3.8.1.1 Ensaio qualitativo por autografia em cromatografia de camada delgada 

Alíquotas de 200 µg do extrato etanólico (EE) de caules e folhas, e alíquotas de 100 

µg das frações de ambas as amostras (It e IC), foram aplicadas em placas de camada delgada 

(CCD) de sílica gel 60 F254 (0,2 mm, Merck), e eluídas com a fase superior de BAW (n-

butanol/ácido acético/água, 40:10:50), usando como controle positivo a Quercetina (2,5 µg), 

diluída em metanol. Logo após a eliminação do solvente, os cromatogramas foram revelados 

com uma solução metanólica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (0,2%, DPPH, Sigma). 

Após um período de 30 minutos, manchas brancas ou amarelas apareceram sob um fundo 

roxo, as quais são indicativas de atividade antioxidante (Cuendt et al. 1997). Os resultados 

foram observados e fotografados em sistema CAMAG. 

 

3.8.1.2 Ensaio quantitativo em microplaca 

Os extratos etanólicos e as frações obtidas através da partição líquido/líquido de ambas 

as amostras (It e IC), foram submetidos inicialmente, à quantificação do potencial 

antioxidante em microplaca para a determinação da porcentagem de sequestro do radical livre 

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloração púrpura que absorve a 518nm. Por ação de 

um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R•), o DPPH é reduzido formando difenil-

picril-hidrazina, de coloração amarela, com consequente desaparecimento da absorção, 

podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbância. 

Para isso, nas 96 cavidades da microplaca foram adicionados 71,4 µL de solução 

metanólica de DPPH (0,3 mM) juntamente com 178,5 µL das amostras dos extratos 
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etanólicos (concentração de 200 µg/mL/cavidade da microplaca) e das frações (concentração 

de 100 µg/mL/cavidade da microplaca). O controle negativo foi realizado com 71,4 µL de 

solução metanólica de DPPH (0,3 mM) e 178,5 µL de metanol. Como controle positivo foi 

utilizado a Quercetina (4 µg/mL). A microplaca foi mantida em temperatura ambiente, na 

ausência de luz, e a absorbância foi medida aos 15 e 30 minutos de reação, a 518 nm, em 

aparelho BIOTEK KC4. 

O cálculo da porcentagem de inibição é realizado comparando-se as velocidades de 

reação das amostras em relação ao branco. 

 

3.8.2 Atividade Antifúngica 

3.8.2.1 Ensaio qualitativo por bioautografia em cromatografia de camada delgada 

Os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum Penzing (CCIBt 491), 

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries (CCIBt140) e Colletotrichum lagenarium 

(Pass.) Penz. & Sacc. (MMBF 994) foram utilizados como reveladores nos bioensaios de 

detecção de substâncias fungitóxicas.  

Para a obtenção das culturas, os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum 

foram mantidos em placas com meio BDA (batata – dextrose – ágar) e Colletotrichum 

lagenarium, em placas contendo meio aveia – ágar, incubadas a 27ºC, no escuro, por 14 dias. 

As suspensões de conídios dos fungos foram obtidas em solução de sais e glicose 30% na 

proporção 6:1 e armazenadas em freezer. 

Para a avaliação da atividade antifúngica, alíquotas de 400 µg do extrato etanólico 

(EE) de caules e folhas, 200 µg das frações, e 100 µg das sub-frações de ambas as amostras 

(It e IC), foram aplicadas em placas de camada delgada (CCD) de sílica gel 60 F254 (0,2 mm, 

Merck), e eluídas no sistema de solventes CHCl3:MeOH (95:05, v/v), usando como controle 

positivo a Nistatina (1 µg). Após a eliminação completa dos solventes, as cromatoplacas 

foram borrifadas com a suspensão de conídios dos fungos (>2x106 conídios/mL) e incubadas 

em câmara úmida a 27ºC, por 48 horas, no escuro (Homans & Fuchs, 1970). Após este 

período, a presença de zonas claras de inibição indicou a ocorrência de compostos com 

atividade antifúngica. Os resultados foram observados, registrados em sistema CAMAG e os 

valores de Rf calculados. 

 

 

 



Metodologia 

 

19 
 

3.8.2.2 Ensaio quantitativo pelo método de diluição em Agar 

O ensaio quantitativo foi realizado com o fungo filamentoso Colletotrichum 

gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (MMBF 03/99) em razão de sua alta 

fitopatogenicidade para diversas plantas de interesse agronômico, porém com baixa produção 

de conídios para utilização em bioautografia direta em CCD. 

Para a obtenção da cultura do fungo C. gloeosporioides, o mesmo foi mantido em 

placas com meio BDA, as quais foram incubadas a 27ºC, no escuro, por 14 dias. A suspensão 

de conídios foi obtida por meio da raspagem do micélio, deposição em tubo contendo água 

destilada estéril e em seguida agitação em vortex para liberação dos conídios presentes no 

micélio. Posteriormente, a suspensão foi filtrada com gaze. 

Os extratos e frações ativas detectadas pelo bioensaio de atividade antifúngica por 

CCD foram submetidos à quantificação do potencial antifúngico em placas de Petri. Para isso, 

amostras de extratos (2mg/mL) e de frações (0,5mg/mL) diluídas em metanol, foram 

adicionadas ao meio de cultura BDA. Como controles foram utilizados o meio BDA sem 

adição de amostra (controle negativo) e com adição de metanol (controle do solvente). Após a 

solidificação dos meios, foram depositados discos blanque estéreis no centro das placas. 

Alíquotas de 10µL da suspensão de conídios (2,5x105conídios/mL) foram inoculadas sobre os 

discos, e as placas de Petri foram vedadas com parafilme e incubadas a 27ºC, no escuro. Os 

ensaios foram realizados em triplicatas para cada amostra, e o diâmetro do crescimento do 

micélio do fungo foi medido diariamente por um período de cinco dias, onde a porcentagem 

de inibição foi determinada pela comparação do controle negativo com os tratamentos. 

Os valores do diâmetro de crescimento foram utilizados para determinar o IVCM 

(Índice de Velocidade de Crescimento Micelial), expresso em cm/dia (Abreu et al., 2008) de 

acordo com a equação: 

IVCM = Σ (D – D.A) 
N 

Onde, D: Diâmetro médio atual; D.A: Diâmetro médio anterior; N: Número de dias 

após a inoculação. 

Com os valores de IVCM foi realizada a comparação através do teste estatístico 

ANOVA One-Way seguido do pós-teste de Tukey e Teste t de Students quando necessário, 

sendo considerados como valores significantes p<0,05. 
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3.8.2.3 Concentração Mínima Inibitória (CMI) por meio de microdiluição 

Os extratos e frações ativas detectadas pelo bioensaio de atividade antifúngica por 

CCD foram submetidos à determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI) com os 

fungos C. gloeosporioides e C. sphaerospermum. A CMI foi realizada seguindo a mesma 

metodologia do ensaio quantitativo de diluição em Ágar, porém reduzida para microplaca. 

Para isso, amostras de extratos e frações foram diluídas em metanol em diferentes 

concentrações (iniciando com 10mg/mL até 500µg/mL) e adicionadas ao meio de cultura 

BDA ainda quente (100µL/cavidade). Como controles foram utilizados o meio BDA sem 

adição de amostra (controle negativo) e com adição de metanol (controle do solvente). Após a 

solidificação dos meios, alíquotas de 5μL da suspensão de conídios (2,5x105conídios/mL, 

tanto no teste com C. gloeosporioides como com C. sphaerospermum), foram inoculadas. As 

microplacas foram vedadas com filme plástico e incubadas a 27ºC no escuro. Os ensaios 

foram realizados em triplicatas para cada amostra, e após um período de dois dias foi possível 

observar a presença ou ausência de crescimento dos fungos, sendo as concentrações presentes 

nas cavidades ausentes de crescimento fúngico, consideradas como concentrações mínimas 

inibitórias.     
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4. Resultados e Discussão 

4.1 Obtenção, rendimento e perfil cromatográfico do Extrato Etanólico (EE)  

Após o processo de extração do material em pó e posterior liofilização, foi possível 

comparar os rendimentos entre os órgãos vegetais estudados, bem como entre os indivíduos 

provenientes dos dois locais. No total, foram obtidos quatro extratos etanólicos (EE): EE-

Folhas (IC), EE-Caules (IC), EE-Folhas (It) e EE-Caules (It). Os rendimentos obtidos nas 

extrações estão descritos na Tabela 1 a seguir. 

 

Tabela 1: Rendimento dos extratos etanólicos. 

 
Ilha do Cardoso Itanhaém 

Folhas Caules Folhas Caules 

Material seco (g) 964,7 1807 445 695 

Extrato etanólico (g) 32,75 52,11 23,59 29,54 

RENDIMENTO 3,39% 2,88% 5,30% 4,25% 
 

Em ambos os materiais (IC e It), as folhas apresentaram maior rendimento em relação 

aos caules, o que já era esperado, pois é nas folhas que se encontra a maior parte da matéria 

orgânica vegetal distribuída em diversos compartimentos celulares, como por exemplo, o 

vacúolo, que apresenta acúmulo ativo de solutos, tais como, íons inorgânicos dissolvidos, 

ácidos orgânicos, açúcares, enzimas e grande parte dos metabólitos secundários (Taiz & 

Zeiger, 2010).  

Analisando a Tabela 1 acima, observa-se ainda que de maneira geral, o rendimento do 

material de Itanhaém foi superior ao da Ilha do Cardoso. Quanto a isso, Falkenberg et al. 

(1999), apontam que o teor de metabólitos secundários pode ser influenciado por vários 

fatores que vão além da parte anatômica utilizada, como por exemplo, o local e época de 

coleta. Gobo-Neto e Lopes (2007), explicam que diversos fatores, como os fisiológicos 

(nutrição, fenologia, genética), os climáticos (precipitação, temperatura, radiação solar), 

geográficos (altitude, poluição atmosférica) e ecológicos (competição, herbivoria) atuando em 

conjunto podem alterar a taxa de produção e acúmulo dos metabólitos secundários. Desta 

forma, é possível inferir que ao menos o teor de compostos produzidos por A. schaueriana 

apresenta-se variável entre os dois indivíduos estudados no presente trabalho, pois ao analisar 

o perfil cromatográfico obtido através de HPLC analítico dos extratos etanólicos, apresentado 
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nas Figuras 4 e 5 a seguir, observa-se clara diferença de abundância entre os picos 

majoritários dos extratos quando comparados entre si. 

 

 
Figura 4: Perfil cromatográfico obtido por HPLC analítico dos extratos de folhas em (λ) 254nm. Em vermelho – 
perfil cromatográfico do extrato etanólico de folhas da Ilha do Cardoso. Em azul - perfil cromatográfico do 
extrato etanólico de folhas de Itanhaém. 

 

 
Figura 5: Perfil cromatográfico obtido por HPLC analítico dos extratos de caule em (λ) 254nm. Em vermelho – perfil 
cromatográfico do extrato etanólico de caule da Ilha do Cardoso. Em azul - perfil cromatográfico do extrato etanólico de 
caule de Itanhaém. 

 
 
4.2 Obtenção, rendimento e perfil cromatográfico das Frações 

Durante o processo de partição líquido/líquido com os solventes de polaridade 

crescente, formaram-se algumas emulsões que também foram separadas para os testes 

biológicos, por este motivo a quantidade de resíduos obtida foi diferente entre os extratos: 
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para A. schaueriana (IC), foram obtidos 4 resíduos de folhas e 6 resíduos de caules (sendo 

dois deles, emulsões), e para A. schaueriana (It), foram obtidos 5 resíduos de folhas e 5 

resíduos de caules (com uma fase de emulsão em cada um). A Tabela 2 a seguir, apresenta as 

massas de cada fração acompanhadas de seu rendimento (em porcentagem) em relação ao 

extrato etanólico. 

 

Tabela 2: Frações obtidas após partição líquido/líquido, com suas respectivas massas e rendimentos. 

Frações 
Ilha do Cardoso   Itanhaém 

Folhas Caules   Folhas Caules 
Éter de Petróleo 4,646g  - 16,9% 5,657g - 11,6% 

 
2,352g - 11,6% 2,852g - 10,8% 

Éter de Petróleo - emulsão  
- 

 
7,329g - 15% 

 
0,754g - 3,7% 2,582g - 9,8% 

Clorofórmio 2,689g - 9,3% 9,258g - 18,9% 
 

3,899g - 19,2% 6,399 - 24,4% 

Acetato de Etila 2,297g - 7,9% 4,028g - 8,2% 
 

2,445g - 12,1% 1,480g - 5,6% 

Acetato de Etila - emulsão  
- 

 
0,085g - 0,17% 

  
- 

  
- 

 
Resíduo hidrometanólico 10,313g - 35,5% 16,83g - 34,5%   7,048g - 34,7% 7,859g - 29,9% 

 

 Mais uma vez, é possível notar diferenças ao fazer a comparação entre os rendimentos 

das frações de IC e It, sendo que as frações de Éter de Petróleo (EP) da Ilha do Cardoso 

apresentaram maior rendimento em relação às mesmas frações de Itanhaém, enquanto que as 

frações Clorofórmicas (CHCl3) tiveram rendimento menor. Já para as Frações de Acetato de 

Etila (AcOEt), as folhas apresentaram maior rendimento quando particionadas do extrato de 

Itanhaém, enquanto os caules foram mais rendosos quando provenientes do extrato da Ilha do 

Cardoso.  

 Ao analisar o perfil cromatográfico das frações, obtido por meio de CCD analítico e 

visualizado sob luz ultravioleta de (λ) 254nm e 366nm, apresentado na Figura 6 a seguir, as 

diferenças detectadas no rendimento se confirmam através da disparidade nas intensidades das 

manchas escuras sob visualização de (λ) 254nm, principalmente nas frações de EP, que são 

muito mais intensas em IC do que em It, e na presença de mais manchas avermelhadas sob 

visualização de (λ) 366nm nas frações de Itanhaém, além da detecção de manchas 

esverdeadas no EE-Caules e CHCl3-Caules que não se fizeram presentes nas frações 

correspondentes da Ilha do Cardoso.  
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Figura 6: Placas de CCD analítica (de sílica gel F254 eluídas em CHCl3/MeOH 95:5) das frações de A. 
schaueriana (IC e It). Ilha do Cardoso (IC): 1- EE-F, 2- EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-C emulsão, 6- CHCl3-F, 
7- CHCl3-C, 8- AcOEt-F, 9- AcOEt-C, 10- AcOEt-C emulsão, 11- MeOH/H2O-F, 12- MeOH/H2O-C. Itanhaém 
(It): 1- EE-F, 2- EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-F emulsão, 6- EP-C emulsão, 7- CHCl3-F, 8- CHCl3-C, 9- 
AcOEt-F, 10- AcOEt-C, 11- MeOH/H2O-F, 12- MeOH/H2O-C. 
 
 
4.3 Atividades biológicas 

4.3.1 Avaliação do potencial antioxidante e quantificação de fenóis totais 

Após a realização da autografia em CCD foi possível verificar a localização dos 

compostos com atividade antioxidante. As Figuras 7 e 8 a seguir apresentam as autografias 

dos extratos e frações de A. schaueriana (IC) e A. schaueriana (It) respectivamente, reveladas 

com o radical livre DPPH. 
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Figura 7: Autografia (CCD, em sílica gel F 254 eluída em BAW, e revelada com DPPH) de A. schaueriana (IC). 1- EE-F, 2- 
EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-C emulsão, 6- CHCl3-F, 7- CHCl3-C, 8- AcOEt-F, 9- AcOEt-C, 10- AcOEt-C emulsão, 11- 
MeOH/H2O-F, 12- MeOH/H2O-C, 13- Quercetina. 

 

 
Figura 8: Autografia (CCD, em sílica gel F 254 eluída em BAW, e revelada com DPPH) de A. schaueriana (It). 1- EE-F, 2- 
EE-C, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- EP-F emulsão, 6- EP-C emulsão, 7- CHCl3-F, 8- CHCl3-C, 9- AcOEt-F, 10- AcOEt-C, 11- 
MeOH/H2O-F, 12- MeOH/H2O-C, 13- Quercetina. 

 

Devido à formação de rastros, não foi possível calcular os Rfs. A partir da análise das 

figuras é possível detectar que o perfil de atividade das frações é semelhante, porém a 

intensidade é distinta. As manchas de atividade das frações de A. schaueriana (It) são 

menores e apresentam coloração amarelada menos intensa quando comparadas às manchas 

das frações de A. schaueriana (IC), sugerindo maior potencial antioxidante nesta última, 

informação esta, que se comprova na quantificação do potencial antioxidante realizada através 

de microplaca, a qual se encontra exposta no gráfico da Figura 9 a seguir. 
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Figura 9: Gráfico de porcentagem do sequestro do radical livre DPPH pelos extratos e frações de A. schaueriana (IC e It). 
Barras vermelhas – Extratos e frações de A. schaueriana (IC); Barras azuis – Extratos e frações de A. schaueriana (It). 
Extratos brutos na concentração de 200 µg/mL, e frações na concentração de 100 µg/mL. 

 
Comparando-se o percentual de sequestro dos extratos e frações de ambos os locais 

coletados, é possível afirmar que A. schaueriana (IC) apresenta maior potencial antioxidante 

em relação à A. schaueriana (It), sendo que o EE-F e C (IC) apresentaram 94% de sequestro, 

enquanto que o EE-F e C (It) apresentaram 60% e 71% de sequestro respectivamente. Dentre 

as frações da Ilha do Cardoso todas, exceto as de EP, apresentaram sequestro superior a 60%. 

Já para as frações de Itanhaém apenas CHCl3-C, AcOEt-F e C apresentaram percentual 

superior a 60%, as demais exibiram sequestro inferior a 40%. 

Dentre as diversas substâncias antioxidantes de ocorrência natural, podem ser citadas 

como principais as vitaminas C e E, os carotenoides, e em maior destaque os compostos 

fenólicos, os quais têm recebido muita atenção nos últimos anos devido a propriedades 

redutoras relacionadas à sua estrutura química, a qual possui características que desempenham 

um papel importante na neutralização ou sequestro de radicais livres e quelação de metais de 

transição, agindo tanto na etapa de iniciação como na propagação do processo oxidativo 

(Haslam, 1996; Chum et al., 2005; Sousa et al., 2007; Podsedek, 2007; Silva et al., 2010). Por 

este motivo, foi feita a quantificação de fenóis totais presentes nos extratos e frações, e os 

resultados encontram-se expressos do gráfico da Figura 10 a seguir. 

 
Figura 10: Gráfico do percentual de fenóis totais nos extratos e frações de A. schaueriana (IC e It). Barras vermelhas – 
Extratos e frações de A. schaueriana (IC); Barras azuis – Extratos e frações de A. schaueriana (It). 
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Como observado no gráfico, os extratos da Ilha do Cardoso apresentaram percentual 

maior de compostos fenólicos em relação aos de Itanhaém, com 2,5% em EE-F (IC), 5,7% em 

EE-C (IC) e 1,6% em EE-F e C (It). Para as frações, a quantificação de compostos fenólicos 

apresentou relação direta com o percentual de sequestro dos radicais livres, sendo as amostras 

com maiores quantidades de fenóis, as que também apresentaram maior percentual de 

sequestro do radical, sugerindo desta forma, que haja uma estreita relação entre os compostos 

fenólicos produzidos por A. schaueriana e sua capacidade antioxidante. Observa-se ainda que 

o percentual de fenóis totais é superior nos extratos e frações da Ilha do Cardoso em 

comparação aos de Itanhaém. Os valores exatos do percentual de fenóis totais quantificado 

nas amostras estão presentes na Tabela 3 a seguir. 

 

Tabela 3: Percentual de fenóis totais nos extratos e frações de A. schaueriana (IC e It). 

 

Amostras 
Fenóis Totais (%) 
         IC          It 

EE-F  2,51 1,69 
EE-C  5,73 1,69 
EP-F  0,24 0,32 
EP-C  0,85 0,20 
CHCl3-F  4,52 2,46 
CHCl3-C  6,01 3,32 
AcOEt-F  10,33 4,96 
AcOEt-C  7,98 4,83 
MeOH/H2O-F 3,93 1,49 
MeOH/H2O-C 2,60 0,98 

 
 

Os compostos fenólicos exibem uma grande diversidade de estruturas das quais pelo 

menos um hidrogênio do anel aromático é substituído por um grupo hidroxila. Nesta classe 

são encontradas estruturas tão variadas quanto à dos ácidos fenólicos, dos derivados da 

cumarina, os pigmentos hidrossolúveis (das flores, dos frutos e das folhas), polímeros como 

as ligninas e os taninos (Simões et al., 2003) e os flavonoides que representam um dos grupos 

fenólicos mais importantes, diversos e amplamente distribuídos em plantas. Estes compostos 

atuam como antioxidantes (Harborne, 1989; Harborne & Williams, 2000), devido à presença 

dos átomos de hidrogênio dos grupos hidroxila adjacentes, das duplas ligações dos anéis 

benzênicos e da dupla ligação da função oxo (-C=O) de algumas moléculas de flavonoides, 

que garantem a esses compostos tal atividade (Silva et al., 2010).  
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Portanto, para verificar se a atividade antioxidante em A. schaueriana está relacionada 

à presença de flavonoides, foram realizadas duas revelações químicas com as frações de 

atividade mais intensa, sendo uma com NP-PEG e outra com Cloreto de Alumínio (AlCl3 – 

5%). A comparação das revelações químicas com o perfil de atividade antioxidante entre os 

extratos e frações da Ilha do Cardoso e Itanhaém encontra-se exibida na Figura 11 a seguir. 

 

 
Figura 11: Comparação das revelações químicas (NP-PEG e AlCl3 – 5%) com o perfil de atividade antioxidante em CCD 
analítica dos extratos e frações de A. schaueriana (IC e It). Placas de sílica gel F254 eluídas com BAW, e reveladas com: Duas 
placas superiores – NP-PEG; Duas placas do meio – AlCl3 – 5%; Duas placas inferiores – DPPH. IC e It - 1- EE-F, 2- EE-C, 
3- CHCl3-F, 4- CHCl3-C, 5- AcOEt-F, 6- AcOEt-C, 7- MeOH/H2O-F, 8- MeOH/H2O-C, 9- Quercetina. 
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As manchas indicativas da presença de flavonoides nas revelações químicas (coloridas 

no NP-PEG, e azul e verde no AlCl3 – 5%), coincidem com o perfil de atividade antioxidante 

revelado com DPPH. No entanto, existe uma diferença qualitativa na fração de número 6 

(AcOEt-C) detectada na revelação com NP-PEG, onde ela se mostra com uma variedade de 

colorações em IC que não é aparente em It, sendo que esta última apresenta perfil de 

coloração esverdeada. Observa-se ainda que esta mesma coloração esverdeada também é mais 

intensa nos extratos etanólicos de It em relação aos de IC. 

Levando-se em consideração que a quantidade de compostos fenólicos nas amostras 

está diretamente relacionada ao percentual de sequestro do radical livre, bem como a 

localização dos flavonoides detectados nas revelações químicas, coincide com os focos de 

atividade antioxidante observados em CCD, é possível sugerir que parte da atividade 

antioxidante em A. schaueriana está relacionada a esta classe de compostos do metabolismo 

secundário.  

O potencial antioxidante detectado em A. schaueriana, pode estar ligado às estratégias 

de sobrevivência da planta em seu meio característico, pois por estarem sujeitos ao regime das 

marés, os manguezais são ecossistemas de alta salinidade e, portanto ambientes com elevado 

grau de estresse abiótico. Os íons de sódio em solos salinos são tóxicos, desfavorecendo a 

nutrição potássica, a atividade das enzimas citosólicas, a fotossíntese e o metabolismo de 

maneira geral. Desta forma, espécies típicas de manguezal possuem características que 

auxiliam a suportar a alta salinidade, como a presença de glândulas que expelem sal, aliadas a 

um eficiente sistema antioxidante (Parida; Jha, 2010). Sendo assim, é completamente 

plausível que ocorram diferenças no potencial desse sistema antioxidante, já que as condições 

do meio abiótico podem variar de local para local. 

 

4.3.2 Avaliação do potencial antifúngico e purificação das frações ativas 

Após a realização da bioautografia em CCD foi possível verificar a localização dos 

compostos com atividade antifúngica. A Figura 12 a seguir apresenta as bioautografias dos 

extratos e frações de A. schaueriana (IC e It) reveladas com os fungos C. sphaerospermum, 

C. cladosporioides e C. lagenarium respectivamente. 

Analisando as bioautografias, nota-se que para os extratos e frações provenientes do 

mesmo local, o perfil de atividade é praticamente o mesmo para os três fungos testados. Além 

disso, a presença de valores iguais de Rf entre diferentes frações pode indicar que a variedade 

de compostos com atividade antifúngica não seja muito grande, e que tais compostos estejam 

apenas distribuídos em quantidades distintas entre as frações. 
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Enquanto o perfil de atividade antifúngica é semelhante entre os três fungos testados 

para os extratos e frações de um mesmo local, comparando-se as bioautografias entre IC e It, 

é possível inferir que haja compostos ativos diferentes sendo produzidos, e também que os 

mesmos estejam presentes em concentrações distintas em cada planta. 

Dentre os extratos e frações da Ilha do Cardoso e Itanhaém testados, os que 

apresentaram maior potencial antifúngico foram EE-F e C, EP-F e C e CHCl3-F e C, sendo 

que AcOEt-C (IC) também apresentou atividade, porém um pouco mais fraca.  Desta forma, 

estes foram os extratos e frações selecionados para o teste contra o fungo C. gloeosporioides 

pelo método de diluição em Ágar. As Figuras 13 e 14 retratam o experimento após cinco dias 

de cultivo com as amostras da Ilha do Cardoso e Itanhaém, respectivamente, e as 

porcentagens de inibição bem como os valores do IVCM (Índice de Velocidade de 

Crescimento Micelial) calculados para cada amostra encontram-se expressos na Tabela 4 a 

seguir, e ilustrados na Figura 15. 

 

Tabela 4: IVCM e porcentagem de inibição de C. gloeosporioides calculados à partir do ensaio de diluição em 
Ágar, realizado com extratos e frações de A. schaueriana (IC e It).  

Amostras 

Ilha do Cardoso Itanhaém 

IVCM 
cm/dia 

Porcentagem 
de inibição 

(%) 

IVCM 
cm/dia 

Porcentagem 
de inibição 

(%) 

EE-F  0,83 ± 0,06# 16,7 0,79 ± 0,08+ 21,3 

EE-C  0,15 ± 0,13#* 85,3 0,69 ± 0,01+* 30,7 

EP-F 0,93 ± 0,03 7,3 0,88 ± 0,10 12,0 

EP-C 0,38 ± 0,02#* 62,0 0,88 ± 0,03+* 12,0 

CHCl3-F 0,69 ± 0,03#* 30,7 0,80 ± 0,04+* 20,0 

CHCl3-C 0,37 ± 0,04#* 62,7 0,67 ± 0,04+* 33,3 

AcOEt-C 0,86 ± 0,10 14,0 - - 

Controle negativo 1,00 ± 0,00 - 1,00 ± 0,00 - 

Controle Metanol 1,00 ± 0,04 - 1,00 ± 0,04 - 
Valores de média ± desvio padrão da média. # p<0,05 na comparação com o controle negativo e controle metanol 
para amostras da IC (ANOVA e pós-teste –Tukey). + p<0,05 na comparação com o controle negativo e controle 
metanol para amostras de It (ANOVA e pós-teste –Tukey). * p<0,05 na comparação entre amostras iguais de 
diferentes locais (Teste t). 
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Figura 13: Ensaio de diluição em Ágar, realizado com extratos e frações de A. schaueriana (IC), após cinco dias 
de cultivo com o fungo C. gloeosporioides. Extratos etanólicos na concentração de 2mg/mL; frações na 
concentração de 0,5mg/mL; controle metanol feito com 40µL do solvente. 

 

 
Figura 14: Ensaio de diluição em Ágar, realizado com extratos e frações de A. schaueriana (It), após cinco dias 
de cultivo com o fungo C. gloeosporioides. Extratos etanólicos na concentração de 2mg/mL; frações na 
concentração de 0,5mg/mL; controle metanol feito com 40µL do solvente. 
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Figura 15: Gráfico do IVCM de C. gloeosporioides quando inoculado com extratos e frações de A. schaueriana 
(IC e It). # p<0,05 na comparação com o controle negativo e controle metanol para amostras da IC – barras 
vermelhas (ANOVA e pós-teste –Tukey). + p<0,05 na comparação com o controle negativo e controle metanol 
para amostras de It – barras azuis (ANOVA e pós-teste –Tukey). * p<0,05 na comparação entre amostras iguais 
de diferentes locais (Teste t). 

 
Após o cálculo do IVCM é possível destacar que, dentre os extratos e frações da Ilha 

do Cardoso testadas, todas exceto EP-F e AcOEt-C, diferiram estatisticamente dos controles, 

apresentando consequentemente as maiores porcentagens de inibição de C. gloeosporioides, 

sendo EE-C, EP-C e CHCl3-C as mais efetivas. Já para as amostras de Itanhaém, todas exceto 

EP-F diferiram dos controles, sendo o EE-C e CHCl3-C as que apresentaram menor IVCM e 

portanto, maior porcentagem de inibição. Desta forma, constata-se que as frações 

provenientes dos caules, tanto em IC como em It, são mais efetivas no retardo da velocidade 

de crescimento do fungo, porém, quando comparados entre si, os Extratos Etanólicos de 

Caules (EE-C), as frações de Éter de Petróleo de Caules (EP-C), Clorofórmicas de Folhas 

(CHCl3-F) e Clorofórmicas de Caules (CHCl3-C) apresentaram diferenças estatísticas, sendo 

que em todos os casos, as frações da Ilha do Cardoso proporcionaram menor IVCM em 

relação às de Itanhaém.  

Os mesmos extratos e frações foram posteriormente submetidos à quantificação da 

Concentração Mínima Inibitória (CMI) com os fungos C. gloeosporioides e C. 

sphaerospermum, e os resultados encontram-se nas Tabelas 5 e 6 a seguir. 
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Tabela 5: Concentração Mínima Inibitória dos extratos e frações de IC e It contra C. gloeosporioides. 

Amostra 
CMI (mg/mL) - C. gloeosporioides 

Ilha do Cardoso Itanhaém 

EE-F 7,5  6,0  

EE-C 1,5  5,0  

EP-F 8,0  9,0  

EP-C 1,0 6,0  

CHCl3-F 1,5  1,5  

CHCl3-C 1,0  1,5  

AcOEt-C 6,0  - 
 

Tabela 6: Concentração Mínima Inibitória dos extratos e frações de IC e It contra C. sphaerospermum. 

Amostra 
CMI (mg/mL) - C. sphaerospermum 

Ilha do Cardoso Itanhaém 

EE-F 5,0  6,0  

EE-C 3,0  6,0  

EP-F 8,0  9,0  

EP-C 1,0 5,0  

CHCl3-F 2,0  1,0  

CHCl3-C 2,0  2,0  

AcOEt-C 7,5  - 
  

Os resultados coincidem com os obtidos no ensaio de diluição em Ágar, pois as 

amostras que apresentam menor CMI também foram as que apresentam menor IVCM, 

destacando-se, portanto EE-C, EP-C, CHCl3-F e CHCl3-C da Ilha do Cardoso, e CHCl3-F e 

CHCl3-C de Itanhaém. 

 Ainda que as menores CMIs tenham sido encontradas para as mesmas amostras nos 

ensaios com ambos os fungos, C. gloeosporioides se mostrou mais sensível do que C. 

sphaerospermum, já que concentrações menores foram capazes de inibi-lo por completo. 

 Após a verificação das frações de maior potencial antifúngico – EP-C (IC), CHCl3-F 

(IC), CHCl3-C (IC), CHCl3-F (It) e CHCl3-C (It), as mesmas, juntamente com suas emulsões 

(quando houve), foram submetidas à purificação por meio de refracionamento em CCD 

Preparativa, conforme ilustrado na Figura 16 a seguir, onde as sub-frações foram adquiridas 

pela raspagem das faixas (visualizadas a λ 254nm) correspondentes às manchas de atividade 

antifúngica no teste em CCD Analítica.  
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Figura 16: Representação da localização das faixas raspadas em cada fração para a obtenção das sub-frações. 
Figuras da esquerda mostram a localização das manchas de atividade antifúngica contra C. sphaerospermum, e 
as figuras da direita mostram a visualização da cromatoplaca sob luz UV (λ 254nm). 

  

Ao todo foram obtidas 26 sub-frações (s.f) de interesse, sendo 4 de EP-F (IC), 4 de 

EP-C (IC), 1 da emulsão de EP-C (IC), 2 da fração CHCl3-F (IC), 3 de CHCl3-C (IC), 1 de 

EP-F (It) e 1 de sua emulsão, 2 de EP-C (It) e 1 de sua emulsão, 3 de CHCl3-F (It) e 3 da 

fração CHCl3-C (It). As massas de cada sub-fração encontram-se na Tabela 7. Todas as sub-

brações obtidas foram submetidas a nova bioautografia em CCD para a confirmação e seleção 

das mais ativas, e a Figura 17 a seguir ilustra os resultados. 

 
Figura 17: Superior - Bioautografia (CCD, em sílica gel F 254 eluída em CHCl3/MeOH 95:5) das sub-frações 
obtidas por CCD Preparativa,  revelada com  C. sphaerospermum. A – EP-F (IC), B – EP-C (IC), C – EP-C 
emulsão (IC), D– CHCl3-F (IC), E – CHCl3-C (IC), F – AcOEt-C (IC), G – EP-F (It), H – EP-C (It), I – EP-F 
emulsão (It), J– EP-C emulsão (It), K – CHCl3-F (It), L – CHCl3-C (It). Inferior – Visualização sob UV (λ 
256nm). 
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Tabela 7: Sub-frações obtidas após CCD Preparativa com suas respectivas massas. 

Sub-frações 
  Ilha do Cardoso Itanhaém 

 
s.f. 1 

 
s.f. 2 

 
s.f. 3 

 
s.f. 4 

 
s.f. 1 

 
s.f. 2 

 
s.f. 3 

EP-F 10,2mg 8,7mg 23,8mg 17mg 8,7mg - - 
EP-C 9,2mg 7,8mg 7,7mg 5,4mg 9,2mg 7,8mg - 
EP-F (emulsão) - - - - 26,4mg - - 
EP-C (emulsão) 24,6mg - - - 8,2mg - - 
CHCl3-F 38,7mg 15,5mg - - 11,3mg 17,5mg 17,9mg 
CHCl3-C 15,1mg 7,9mg 7mg - 12,2mg 20,6mg 12,3mg 
AcOEt-C   29mg   -   -   -   -   -   - 

 
 

As sub-frações mais ativas foram retiradas das frações: B = EP-C (IC); D = CHCl3-F 

(IC); E = CHCl3-C (IC); G = EP-F (It); K = CHCl3-F (It) e L= CHCl3-C (It), e todas elas 

tiveram seus perfis cromatográficos obtidos por HPLC analítico, os quais estão representados 

nas Figuras 18 à 27 a seguir, exceto a sub-fração 1 de CHCl3-C (IC), sub-fração 1 de EP-F 

(It), e as sub-frações 1 e 2 de CHCl3-F (It), que não apresentaram boa resolução. Nas figuras, 

encontram-se indicados por setas, os prováveis picos representativos dos compostos 

responsáveis pela atividade antifúngica. 

 Tais sub-frações foram posteriormente submetidas a análises espectroscópicas, como 

GC-MS e LC-MS-MS/ESI(+), para a identificação dos compostos. 
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Figura 18: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 2 de EP-C (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 19: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 3 de EP-C (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 20: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 4 de EP-C (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 21: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 2 de CHCl3-F (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 22: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 2 de CHCl3-C (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 23: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 3 de CHCl3-C (IC). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 24: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 2 de CHCl3-F (It). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 25: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 1 de CHCl3-C (It). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 26: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 2 de CHCl3-C (It). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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Figura 27: Perfil cromatográfico por HPLC analítico da sub-fração 3 de CHCl3-C (It). Detecção sob luz ultravioleta a (λ) 254nm. 
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4.4 Identificação dos compostos 

As sub-frações ativas (EP-C (IC) s.f. 2, 3 e 4; CHCl3-F (IC) s.f. 2; CHCl3-C (IC) s.f. 2 

e 3; CHCl3-F (It) s.f. 2; CHCl3-C (It) s.f. 1, 2 e 3), foram submetidas à analise em LC-MS 

ESI(+) para verificar as massas moleculares (m/z) dos compostos correspondentes aos picos 

indicados nas figuras 17 à 27 exibidas anteriormente.  

Para que fosse possível a identificação desses compostos, os dados de LC-MS foram 

confrontados, posteriormente, com os obtidos por GC-MS, comparando-se, para cada 

amostra, a existência de compostos de mesma massa em ambas as análises. 

As Figuras 28 a 37 a seguir, apresentam os cromatogramas de contagem de íons totais 

(TIC – Total Íons Count) obtidos por LC-MS, com a sinalização por meio de setas dos picos 

correspondentes à visualização em UV (λ) 254nm, seguidos de seus espectros por MS/ESI(+). 

O espectro de massas gerado pela análise em LC-MS utiliza um sistema de ionização por 

eletrospray que é mais brando, podendo formar na maioria das vezes, aductos com hidrogênio 

([M+H]+), os quais encontram-se indicados nas figuras para aqueles espectros dentre os quais 

foi possível encontrar correspondentes na análise por GC-MS, ou através de consulta na 

literatura. 

Observando as figuras, é possível perceber que alguns compostos ocorrem 

exclusivamente em uma única sub-fração, enquanto outros estão presentes em mais de uma 

sub-fração proveniente de um mesmo órgão vegetal (folhas ou caules), como é o caso do 

composto de massa 239 [M+H]+, que foi detectado na sub-fração 4 de EP-C (IC) e nas sub-

frações 2 e 3 de CHCl3-C (IC). Há outros compostos, detectados apenas nos caules, que estão 

presentes em ambos os indivíduos estudados (IC e It), como é o caso do composto de massa 

289 [M+H]+, que foi detectado nas sub-frações 2 e 3 de EP-C (IC) e na sub-fração 1 de 

CHCl3-C (It), e o composto de massa 271 [M+H]+, detectado na sub-fração 3 de EP-C (IC) e 

na sub-fração 1 de CHCl3-C (It). Já o composto de massa 257 [M+H]+, foi detectado nas sub-

frações 2, 3 e 4 de EP-C (IC), sub-frações 2 e 3 de CHCl3-C (IC) e também na sub-fração 2 de 

CHCl3-F (It).  
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Figura 28: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 2 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 29: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 3 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 30: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 4 de EP-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de seta do pico correspondente à visualização 
em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta. 
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Figura 31: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 2 de CHCl3-F (IC). Acima - Cromatograma de contagem 
de íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 32: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 2 de CHCl3-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem 
de íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de seta do pico correspondente à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta. 
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Figura 33: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 3 de CHCl3-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem 
de íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 e 2 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 34: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 2 de CHCl3-F (It). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 35: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 1 de CHCl3-C (It). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. 
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Figura 36: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 2 de CHCl3-C (It). Acima - Cromatograma de contagem de 
íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de setas dos picos correspondentes à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 2 e 3 - Espectros em MS/ESI(+) dos picos indicados pelas setas. Obs: 
Não foi detectado o espectro do pico 1. 
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Figura 37: Análise em LC-MS ESI(+) da sub-fração 3 de CHCl3-C (IC). Acima - Cromatograma de contagem 
de íons totais (TIC – Total Íons Count), com a sinalização por meio de seta do pico correspondente à 
visualização em UV (λ) 254nm. Abaixo, 1 - Espectro em MS/ESI(+) do pico indicado pela seta. 

 
Após a análise em LC-MS ESI(+), os íons mais intensos dentre os quais foram 

encontrados correspondentes na análise por GC-MS e/ou busca na literatura, principalmente 

aqueles que foram recorrentes em mais de uma sub-fração, também foram analisados por 

ESI(+)-MS/MS para observar seus padrões de fragmentação. Sendo assim, as Figuras 38 a 45 

a seguir, apresentam os espectros em ESI(+)-MS/MS obtidos por cromatografia líquida, 

seguidos dos espectros de massas correspondentes obtidos por GC-MS, com posterior 

identificação. 
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Figura 38: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do íon m/z 289 [M+H]+ e espectro GC-MS (abaixo) do composto 
de massa (M+) 288, identificado como Avicenol-C à partir da literatura. 

 

O composto de massa (M+) 288 (Figura 38), que foi detectado nas sub-frações 2 e 3 de 

EP-C (IC) e na sub-fração 1 de CHCl3-C (It) na análise em LC-MS, e também na sub-fração 4 

de EP-C (IC), sub-fração 2 de CHCl3-C (IC) e sub-fração 2 de CHCl3-C (It) no GC-MS 

(Tabela 8), não foi identificado à partir da biblioteca NIST. No entanto, consultando a 

literatura a respeito do gênero, o composto foi identificado como Avicenol-C, o qual foi 

isolado pela primeira vez de Avicennia alba e caracterizado por Ito et al. (2000). 

 O Avicenol-C é uma naftoquinona, que possui um cromóforo 1,4-naftoquinol, e 

apresenta a fórmula molecular C17H20O4. O espectro descrito por Ito et al. (2000), – EI-MS 

m/z (%): 288 (M+, 100), 273 (19), 255 (16), 229 (7), 215 (18), 213 (32), 201 (27), 199 (17), 

195 (11), 187 (13), 183 (10), 173 (63), 171 (12), 157 (16), 143 (23) – é muito semelhante ao 

encontrado nas amostras analisadas, desta forma é possível sugerir que este composto também 

ocorre em A. schaueriana.  
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Figura 39: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do íon m/z 257 [M+H]+ e espectro GC-MS (abaixo) do composto 
de massa (M+) 256. 

 
O composto de massa (M+) 256 (Figura 39), que foi detectado nas sub-frações 2, 3 e 4 

de EP-C (IC), na sub-fração 2 e 3 de CHCl3-C (IC) e na sub-fração 2 de CHCl3-F (It) na 

análise em LC-MS, e somente na sub-fração 3 de CHCl3-C (IC) no GC-MS (Tabela 8), não 

pôde ser identificado à partir da biblioteca NIST. No entanto, Ito et al. (2000), descreveram 

outro composto, também isolado pela primeira vez de Avicennia alba, de massa (M+) 256, 

denominado Avicequinona-C, ilustrado na Figura 40 a seguir.  

 
Figura 40: Avicequinona-C. 

A Avicequinona-C é uma naftoquinona que apresenta fórmula molecular C15H12O4. O 

espectro descrito por Ito et al. (2000), – EI-MS m/z (%): 256 (M+,12), 241 (100), 214 (18), 

199 (10), 129 (10), 115 (17), 105 (22) – difere do encontrado na análise das amostras por GC-

MS, mas levando-se em consideração que a Avicequinona-C é uma naftoquinona análoga ao 

Avicenol-C, que ambas ocorrem em A. alba, e que esta última foi encontrada nas amostras de 
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A. schaueriana analisadas, é possível que o composto de massa (M+) 256 tenha uma estrutura 

relacionada a Avicequinona-C.  

 

 
Figura 41: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do íon m/z 271 [M+H]+ e espectro GC-MS (abaixo) do composto 
de massa (M+) 270, identificado como éster metílico do Ácido Palmítico à partir da biblioteca NIST. 

 

O composto de massa (M+) 270 (Figura 41), que foi detectado na sub-fração 3 de EP-

C (IC) e na sub-fração 1 de CHCl3-C (It) na análise em LC-MS, e em todas as sub-frações 

pelo GC-MS (Tabela 8), foi identificado à partir da biblioteca NIST como o ester metílico do 

Ácido hexadecanóico, também denominado éster metílico do Ácido Palmítico. O espectro de 

massas da biblioteca – 74 (M+,100), 87 (72), 43 (32), 55 (31), 41 (23), 143 (21), 75 (19), 57 

(18), 69 (13), 227 (11) – é muito semelhante ao encontrado nas amostras, portanto é possível 

sugerir que este composto esteja presente em A. schaueriana. 
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Figura 42: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do íon m/z 191 [M+H]+ e espectro GC-MS (abaixo) do composto 
de massa (M+) 190, identificado como Megaestigmatrienona à partir da biblioteca NIST. 

  

O composto de massa (M+) 190 (Figura 42), que foi detectado na sub-fração 2 de 

CHCl3-F (It) nas análises em LC-MS e GC-MS (Tabela 8), foi identificado à partir da 

biblioteca NIST como Megastigmatrienona. O espectro de massas da biblioteca – 190 

(M+,100), 148 (93), 175 (87), 133 (84), 147 (75), 91 (63), 119 (55), 41 (52), 105 (44), 39 (41) 

– é muito semelhante ao encontrado nas amostras, portanto, também é possível sugerir que 

este composto esteja presente em A. schaueriana. 
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Figura 43: Espectro MS-MS/ESI(+) (acima) do íon m/z 239 [M+H]+ e espectro GC-MS (abaixo) do composto 
de massa (M+) 238. 

 
O composto de massa (M+) 238 (Figura 43), foi detectado na sub-fração 4 de EP-C 

(IC), e nas sub-frações 2 e 3 de CHCl3-C (IC) nas análises em LC-MS e GC-MS (Tabela 8). 

Apesar de não ter sido identificado pela biblioteca, e também de não ter sido 

encontrado um padrão de fragmentação igual ao obtido na literatura, Singh et al. (2008), 

identificaram um composto de massa (M+) 238, denominado como 2-isopropenilnafto[2,3-

b]furan-4,9-quinona, o qual encontra-se ilustrado na Figura 44.  

 
Figura 44: 2-isopropenilnafto[2,3-b]furan-4,9-quinona. 

 
O artigo não traz a fragmentação do mesmo, mas levando em consideração que foram 

identificadas outras naftoquinonas semelhantes, e que o íon 239 presente no espectro em 

ESI(+)-MS-MS, é o íon 100% do composto de massa [M+H]+ 257 (sugerido como algo 

semelhante à Avicequinona-C), é plausível, que ao perder uma molécula de água, a 

Avicequinona-C venha a se transformar neste composto, portanto existe a possibilidade de 

que o mesmo esteja presente na amostra analisada.  



Resultados e Discussão 

 

63 
 

 

 
Figura 45: Espectro MS-MS/ESI(+) do íon m/z 229 [M+H]+ sem espectro correspondente em GC-MS e não 
identificado. 

 
O composto de massa (M+) 228 (Figura 45), foi detectado somente na sub-fração 2 de 

EP-C (IC), e apenas na análise por LC-MS. 

Apesar de não ter espectro de massas correspondente no banco de dados do GC-MS, 

Ito et al. (2000), identificaram um composto, também isolado pela primeira vez de Avicennia 

alba, de massa (M+) 228, denominado como Avicenol-B, o qual encontra-se ilustrado na 

Figura 46 a seguir. 

 
Figura 46: Avicenol-B. 

 
O Avicenol-B é outra naftoquinona que possui um cromóforo 1,4-naftoquinol, 

apresenta a fórmula molecular C14H12O3 e espectro de massas em EI-MS m/z (%): 228 (M+, 

13), 213 (28), 167 (63), 149 (100), 135 (6). Esta naftoquinona é análoga à Avicequinona-B –  

(M+) 198 –, a qual foi encontrada na sub-fração 2 de EP-C (IC) quando analisada por GC-MS 

(dados apresentados na Tabela 8).  

Portando, levando-se em consideração que nas amostras estudadas foram identificadas 

outras naftoquinonas semelhantes, e que através do GC-MS foi encontrado, na mesma fração, 

um composto análogo ao Avicenol-B, é aceitável a sugestão de que seja esse, ou algum 

composto semelhante ao Avicenol-B de massa (M+) 228, que esteja presente na amostra 

analisada. 
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Como observado, naftoquinonas se fazem presentes nas amostras analisadas, 

principalmente nas frações e sub-frações provenientes da Ilha do Cardoso. As naftoquinonas 

pertencem ao grupo das quinonas, uma classe estruturalmente diversa de compostos fenólicos 

com ampla gama de propriedades farmacológicas (Martínez, Benito, 2005). 

Quinonas são encontradas em bactérias, fungos, liquens, gimnospermas e 

angiospermas nas mais diversas formas, sendo que em plantas ocorrem como benzoquinonas, 

antraquinonas e naftoquinonas (Martínez, Benito, 2005). 

Numa revisão realizada por Wu et al. (2008), sobre os produtos naturais de plantas de 

mangue, constatou-se que dentre todas as espécies desse ecossitema, a presença de 

naftoquinonas se restringe apenas às do gênero Avicennia, já tendo sido relatadas 15 

diferentes naftoquinonas a partir de estudos com A. marina, A. alba e A. officinalis, 

mostrando que esta classe de compostos é bem marcante e característica no gênero. 

Os mesmos autores mencionam que estudos de atividade biológica realizados com 

naftoquinoas isoladas de espécies de Avicennia, tais como Avicequinona-A e C, 

Estenocarpoquinona-B e a mistura das Avicenonas-E e F, exibiram atividade antimicrobiana 

significativa contra Candida albicans, além de forte atividade antiproliferativa contra 

linhagens celulares relacionadas à leucemia mieloide crônica humana. 

Quinonas estão fortemente associadas à atividade antifúngica, sendo que neste aspecto 

as naftoquinonas recebem grande destaque, apresentando eficiência comprovada no combate a 

C. albicans, Fusarium spp. e até mesmo contra o basidiomiceto Pleurotiis sajor, causador da 

podridão branca no cajueiro (Martínez, Benito, 2005). 

Além de atividade antifúngica, as naftoquinonas também estão relacionadas a diversas 

outras atividades biológicas, como atividade antineoplásica, ou anti-câncer, atividade anti-

inflamatória, antioxidante, antiviral, antibacteriana, antiprotozoária e moluscicida (Martínez, 

Benito, 2005). Segundo Lucas et al. (2013), o mecanismo de ação dessas quinonas está 

relacionado à sua capacidade redox, a qual pode conduzir à formação de espécies reativas de 

oxigênio responsáveis por danificar macromoléculas celulares. 

 Levando-se em consideração a amplitude de atividades biológicas das naftoquinonas, 

principalmente com relação à inibição do crescimento de fungos patogênicos, e relacionando 

esse fato à presença marcante das mesmas em plantas do gênero Avicennia, é possível afirmar 

que as naftoquinonas recorrentes em A. schaueriana possuem estreita relação com o forte 

potencial antifúngico detectado nos testes com seus extratos, sendo provavelmente as 

principais responsáveis pela atividade, já que as frações e sub-frações mais ativas, ou seja, 
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aquelas provenientes da Ilha do Cardoso foram as que apresentaram maior teor e variedade de 

naftoquinonas. 

Além das substâncias mencionadas até o momento, que foram identificadas através da 

união de técnicas espectroscópicas, várias outras foram identificadas a partir da análise por 

GC-MS. As Tabelas 8 e 9 a seguir, apresentam as substâncias identificadas nas sub-frações e 

nas frações metiladas, respectivamente. Quando não foi possível identificar os compostos 

através da biblioteca do equipamento, os espectros de massas foram comparados com dados 

da literatura citados para o gênero. 

Observando os compostos descritos na Tabela 8, além das naftoquinonas já 

mencionadas (as quais também foram detectadas através de LC-MS) a análise por GC-MS 

proporcionou a detecção da Avicequinona-B, identificada à partir da literatura, o Lapachol e 

α-Lapachona, presentes no EP-C (IC), e a Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil, sendo que 

esta ultima representa o pico mais abundante da sub-fração 4 do EP-C (IC) e das sub-frações 

de CHCl3-C (IC), reforçando a discussão anterior a respeito da forte presença de 

naftoquinonas em A. schaueriana. A Figura 47 a seguir ilustra essas naftoquinonas. 

 

 
Figura 47: Naftoquinonas detectadas por GC-MS. 1– Avicequinona-B. 2– Lapachol. 3– α-Lapachona.               
4– Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil. 

 

A Avicequinona-B foi isolada pela primeira vez de Avicennia alba e caracterizada por 

Ito et al. (2000). Como já mencionado, é um composto análogo ao Avicenol-B, também 

detectado no presente trabalho, e apresenta formula molecular C12H6O3. 

Já o Lapachol foi isolado pela primeira vez no ano de 1882 a partir de Tabebuia 

avellanedae (Bignoniaceae), sendo encontrado mais tarde em várias outras espécies e 

famílias. Dentre as muitas naftoquinonas biologicamente ativas, o lapachol pode ser 

considerado como a mais versátil delas, pois apresenta diversas atividades biológicas tais 

como atividade antiviral, anti-inflamatória, antiparasitária e moluscicida, mas ficou 

amplamente conhecido à partir de 1968 quando testes demonstraram atividade altamente 

significativa contra tumores cancerígenos, porém seu uso para este tratamento não ganhou 
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Tabela 8: Compostos detectados por CG-EM em frações de Éter de Petróleo (IC e It) e sub-frações ativas. 

T.R. 
(min) 

Composto 

Área relativa (%) 

Ilha do Cardoso   Itanhaém 

EP-F EP-C 
EP-C 

 
CHCl3-F  

CHCl3-C  EP-F EP-C 
CHCl3-F  

CHCl3-C 
s.f. 2 s.f. 3 s.f. 4   s.f. 2   s.f. 2 s.f. 3   s.f. 2   s.f. 1 s.f. 2 s.f. 3 

20,79 Megastigmatrienona - - - - - - - - - - 3,89 - - - 

22,68 Ácido tetradecanóico, éster metílico - - 4,66 - - - - - - - - - - - 

23,89 Avicequinona-B * - - 7,13 - - - - - - - - - - - 

24,81 Ácido Palmítico, éster metílico 9,45 1,45 2,01 0,52 5,42 4,54 1,94 4,5 8,56 8,79 4,35 3,10 3,92 9,18 

25,30 Naftaleno - 1,00 - - - - - - - - - - - - 

25,51 Ácido oleico, éster metílico - 0,47 0,80 0,23 7,55 2,15 - 7,4 - - - - - - 

25,91 Lapachol - 2,22 - - - - - - - - - - - - 

26,06 1,1'-Bifenil]-2-ol, 5-(1,1-dimetiletil) - 7,34 - 0,53 - - - - - - - - - - 

26,46 Ácido linoleico, éster metílico - 1,66 1,98 0,27 3,12 - - 2,71 0,11 9,60 - - - - 

26,53 Ácido 11-Octadecenoico, éster metílico - - - - - - - - 12,40 9,77 - - - - 

26,60 Fitol 6,56 - - - - - - - 4,74 1,16 - - - - 

26,65 Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-isopropil - - - - 28,57 - 81,21 50,96 - - - - 27,01 - 

26,75 Ácido esteárico, éster metílico - - - - 7,81 2,16 - 2,95 - 2,75 - - - 8,21 

26,78 α-Lapachona - 2,37 - - - - - - - - - - - - 

26,82 N.I. (Semelhante à Avicequinona-C) * - - - - - - - 4,20 - - - - - - 

27,23 2-isopropenilnafto[2,3-b]furan-4,9-quinona * - - - - 7,32 - 8,03 - - - - - - - 

28,54 Ácido eicosanóico, éster metílico - - - - - - - - - 2,12 - - - - 

28,58 Avicenol-C * - 8,16 1,48 20,61 15,42 - 7,56 - - - - 56,47 6,3 - 

32,75 Trans-Esqualeno 9,54 - - - - - - - - 2,33 - - - - 

40,13 Estigmasterol 2,79 - - - - - - - - 4,95 - - - - 
42,26 γ-Sitosterol 4,37 - - 11,84 - 

 
- 

 
- - 

 
7,99 17,65 - 

 
- - - 

43,03 β-Amirina 16,61 2,85 7,13 3,73 - 
 

- 
 

- - 
 

9,09 1,85 - 
 

- - - 

43,56 Lupenona - 14,70 7,15 2,07 - 
 

- 
 

- - 
 

- 0,69 - 
 

- - - 

44,96 Lupeol 42,98 23,37 61,06 26,22 18,94 
 

- 
 

- - 
 
37,78 23,97 - 

 
- - - 

46,38 Estigmastenona - 3,43 5,80 6,46 -   -   - -   - - -   - - - 
T.R (min): Tempo de Retenção em minutos; Área (%): porcentagem de área relativa dos compostos identificados. N.I.: Compostos não identificados. Compostos marcados com * 
foram identificados à partir de consultas na literatura referente ao gênero. 
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Tabela 9: Compostos detectados por GC-MS nas frações Clorofórmicas, frações de Acetado de Etila e resíduos Hidrometanólicos após metilação. 

T.R. 
(min) 

Composto 

Área (%) 

Ilha do Cardoso   Itanhaém 

CHCl3-
F 

CHCl3-
C 

AcOEt-
F 

AcOEt-
C 

MeOH/ 
H2O-F 

MeOH/ 
H2O-C 

 CHCl3-
F 

CHCl3-
C 

AcOEt-
F 

AcOEt-
C 

MeOH/ 
H2O-F 

MeOH/ 
H2O-C   

19,775 Ácido cinâmico, éster metilico 10,85 1,18 56,34 5,82 1,47 - 
 

50,16 36,73 78,39 74,79 57,76 9,07 

24,699 
Ácido 3,4-dimetoxi benzoico, 
éster metílico 

- 1,28 - 1,01 - - 
 

- 1,53 - - - 1,19 

25,533 
1,2,3,4-Tetrahidronaftaleno-1-
ácido carboxilico, 2-amino-, éster 
metílico 

- - - - - - 
 

4,84 3,59 2,51 1,50 - - 

27,845 
Ácido tetradecanóico, éster 
metilico 

0,88 - - - - - 
  

- - - - - 

32,159 Ácido Palmítico, éster metilico 6,37 3,03 3,33 - - - 
 

9,79 14,03 1,56 2,92 - 2,93 
35,197 Ácido linoleico, éster metilico 1,79 2,64 - - - - 

 
2,26 9,33 - - - - 

35,313 
Ácido 10-octadecenoico, éster 
metilico 

- 3,85 - - - - 
 

- - - - - - 

35,340 Ácido linolenico, éster metilico 10,99 - - - - - 
 

10,33 - - - - - 

35,367 
Ácido 9-Octadecenóico, éster 
metílico 

- - - - - - 
 

- 12,17 - - - - 

35,943 Ácido esteárico, éster metílico 0,74 - - - - -   2,01 2,34 - - - - 

T.R (min): Tempo de Retenção em minutos; Área (%): porcentagem de área relativa dos picos identificados. N.I.: Composto não identificado. 
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força já que os efeitos tóxicos e colaterais são igualmente expressivos. O lapachol também 

apresenta atividade antimicrobiana e antifúngica, e apesar de não se saber ao certo o 

mecanismo exato de ação, acredita-se que ele esteja relacionado à sua capacidade, assim 

como de outras naftoquinonas, em interferir no sistema de transporte de elétrons e inibir o 

mecanismo respiratório celular (Hussain, et al., 2007). 

Recentemente, o lapachol vem sendo estudado sob a ótica do combate a fitopatógenos 

e pragas, desta forma, Sousa, et al. (2008), realizaram testes contra o fungo Fusarium 

oxysporum, obtendo 92,8% de inibição no crescimento do mesmo quando inoculado com 

lapachol comercial isolado à partir de madeira de ipê. 

A análise em GC-MS também proporcionou a detecção de vários ésteres metílicos de 

ácidos graxos, sendo que alguns deles encontram-se presentes com discreta representatividade 

nas amostras, como é o caso dos ésteres metílicos do Ácido Palmítico, do Ácido Oleico, do 

Ácido Linoleico e Ácido 11-Octadecenoico, encontrados em várias frações, e representados 

na Figura 48 a seguir. 

 
Figura 48: Ácidos graxos metilados detectados por GC-MS. 1– Ácido Palmítico, éster metílico. 2– Ácido 
Oleico, éster metílico. 3– Ácido Linoleico, éster metílico. 4– Ácido 11-Octadecenoico, éster metílico.  

 

Os ácidos graxos são constituintes de todas as células vegetais, funcionando como 

compostos de membrana, produtos de armazenamento e fonte de energia, podendo também 

mediar defesas químicas contra microorganismos (Chandrasekaran et al., 2011). Alguns 

autores destacam que ácidos graxos apresentam potencial antifúngico, como foi o caso de 

Abdelillah et al. (2013), que ao avaliar a atividade antifúngica da fração de ésteres metílicos 

de ácidos graxos isolados das sementes de Linum usitatissimum contra os fungos Aspergillus 

flavus e Aspergillus ochraceus, detectaram inibição no crescimento micelial de 54,19 e 

40,48%  respectivamente. Já Shafaghat (2012), detectou inibição de 72% no crescimento de 

Saccharomyces cerevisiae no teste com o extrato hexânico das folhas de Hypericum scabrum, 

o qual é rico em ácidos graxos, tendo como principais constituintes o ácido linoleico (ômega-

6) e o ácido linolênico (ômega-3). 

Em plantas de manguezal, os ácidos graxos são encontrados em abundância. 

Chandrasekaran et al. (2010) caracterizaram ácidos graxos presentes em 8 espécies de 
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manguezal, incluindo uma do gênero Avicennia (A. officinalis), onde o ácido palmítico foi o 

composto mais abundante em todas elas, e o ácido oleico foi o segundo mais abundante em A. 

officinalis. Chandrasekaran et al. (2011) ainda afirmaram que não só as plantas de manguezal, 

mas as halófitas de maneira geral apresentam forte atividade antifúngica relacionada aos 

ácidos graxos, comprovando sua afirmação através de ensaios realizados com a fração de 

ésteres metílicos de ácidos graxos isolados das folhas de Sesuvium portulacastrum contra os 

fungos patogênicos Aspergillus flavus e Aspergillus niger, chegando ao valor de CMI 

(concentração mínima inibitória) de 4 e 8mg/mL respectivamente. 

Além das naftoquinonas e dos ácidos graxos, o Lupeol, um triterpeno ilustrado na 

Figura 49, foi outro composto com grande representatividade nas frações de folhas e caules de 

Éter de Petróleo (IC) e sub-frações deste último. Em estudos realizados por Gallo e Sarachine 

(2009), Lupeol apresentou zonas moderadas de inibição contra o crescimento dos fungos 

Aspergillus Níger, Aspergillus flavus, Rhizoctonia phaseoli e Penicillium chrysogenum, sendo 

este um indício de que, além dos demais compostos, o Lupeol também possa estar relacionado 

a atividade antifúngica em A. shaueriana, agindo como um intensificador, já que o mesmo foi 

detectado apenas em frações provenientes da Ilha do Cardoso, as quais são mais ativas em 

relação as frações de Itanhaém.  

 
Figura 49: Lupeol. 

 
 Na Tabela 9, onde estão descritos os compostos identificados nas frações após o 

processo de metilação, infelizmente nenhum composto da fração MeOH/H2O-C (IC) foi 

identificado, no entanto para as demais, além da forte presença de ácidos graxos, foram 

detectados: o éster metílico do ácido cinâmico e o éster metílico do ácido 3,4-dimetoxi 

benzoico, ilustrados na Figura 50 a seguir, sendo que o primeiro representa o pico mais 

abundante em quase todas as amostras em que foi localizado. 
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Figura 50: Estruturas do éster metílico do Ácido cinâmico (1) e do éster metílico do ácido 3,4- 
dimetoxibenzoico (2). 
 
 Muitas atividades biológicas tem sido atribuídas ao ácido cinâmico e seus derivados, 

tais como a inibição do Plasmodium falciparum, causador da malária (Kanaani, Ginsburg, 

1992) e potencial anti-inflamatório (Fernandez et al., 1998) e antimicrobiano contra bactérias, 

e fungos do gênero Pytium sp. (Tawata et al., 1996). Em um experimento realizado por Said 

et al. (2004), com o fungo filamentoso Neurospora crassa, após 24 horas de inoculação numa 

concentração de 200µg/mL, o ácido cinânimo foi capaz de inibir 94% de seu crescimento em 

relação ao controle, além de causar mudanças no padrão de ramificação das hifas. Desta 

forma, o ácido cinâmico é outro composto que pode auxiliar na intensificação da atividade 

antifúngica em A. schaueriana. 

 Após a detecção destes compostos e classes de compostos relacionados à atividade 

antifúngica, é possível afirmar que A. schaueriana não possui apenas um único artifício para 

se proteger contra fungos, mas sim um arsenal, pois a ausência de naftoquinonas em frações e 

sub-frações provenientes de Itanhaém, e em algumas provenientes da Ilha do Cardoso, não 

impediu que as mesmas apresentassem atividade, ainda que menos intensa. Desta forma, 

acredita-se que os ácidos graxos e o ácido cinâmico, comuns a todas as amostras analisadas, 

cumprem um papel basal na defesa antifúngica, a qual é intensificada pela presença das 

naftoquinoas, classe reconhecida na literatura como biologicamente muito ativa. 

 O forte potencial antifúngico detectado em A. schaueriana, assim como o potencial 

antioxidante, deve estar provavelmente relacionado, às estratégias de sobrevivência da planta 

em seu meio característico, já que os manguezais são ambientes demasiadamente úmidos, 

condição esta, altamente favorável ao desenvolvimento de fungos, levando a acreditar que não 

apenas A. schaueriana, como também as demais espécies de manguezal venham a ser 

promissoras no isolamento de compostos antifúngicos para uso na medicina e agricultura. 

 Desta forma, sugere-se que estudos futuros se comprometam com o isolamento dos 

compostos antifúngicos e antioxidantes presentes em A. schaueriana, almejando a 

identificação não apenas de compostos conhecidos, como também de outros inéditos.  
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5. Conclusões 

A comparação do perfil químico entre A. schaueriana coletada na Ilha do Cardoso e 

Itanhém por meio da purificação das frações ativas mostrou que existem diferenças 

quantitativas de acordo com o perfil cromatográfico, e qualitativas de acordo com a 

identificação dos compostos que provavelmente estão relacionados à atividade antifúngica. 

A. schaueriana proveniente da Ilha do Cardoso se mostrou mais ativa em relação 

àquela coletada em Itanhaém para as duas atividades biológicas testadas. No que se refere à 

atividade antioxidante, o maior teor de compostos fenólicos detectado nos extratos e frações 

de A. schaueriana (IC) relaciona-se diretamente ao potencial de sequestro de radicais livres 

para as mesmas amostras, estando a atividade provavelmente relacionada à presença de 

flavonoides detectados a partir de revelações químicas. 

Já a atividade antifúngica provavelmente está relacionada à presença de naftoquinonas 

variadas dentre as quais se encontra o lapachol, à ampla gama de ésteres metílicos de ácidos 

graxos, à presença do lupeol, e também de ácidos como o cinâmico. A diferença de potencial 

antifúngico entre os indivíduos coletados nos dois locais, provavelmente se deve à presença 

mais marcante das naftoquinonas em A. schaueriana proveniente da Ilha do Cardoso do que 

na proveniente de Itanhaém, na qual quase não foram detectadas.   
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