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3. Introdução  

Muitas plantas medicinais são tradicionalmente usadas como medicamentos em diferentes 

regiões do mundo1. Os medicamentos fitoterápicos são de origem vegetal. Dessa forma, acredita-se 

que eles possuam menos efeitos colaterais e sejam seguros para o consumo. No entanto, a 

contaminação microbiológica de plantas medicinais pode ocorrer durante o processamento de pré ou 

pós-colheita, sendo considerado um fator importante a ser analisado e combatido durante a produção 

dos fitoterápicos2. A partir desses fatos, existe uma preocupação constante com o consumidor em 

relação à qualidade das matérias-primas. Para isso, pesquisas envolvendo eliminação da carga 

microbiana presente em plantas medicinais são extremamente relevantes. 
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O tratamento de produtos de ervas medicinais por radiação gama proporciona uma alternativa 

eficaz para reduzir ou eliminar a contaminação microbiana3, além de ser um processo físico 

tecnicamente viável, econômico, seguro e não deixa resíduos tóxicos4. 

A literatura mostra que muitas espécies de Justicia são usadas pela medicina popular, 

principalmente para o tratamento de problemas respiratórios (como broncodilatadores), doenças de 

pele, inflamações, hemorroidas, distúrbios de estômago (como digestivo), febre, reumatismo, artrite, 

dor de cabeça, dor de ouvido, câncer e HIV/SIDA. Pesquisas relatam que as espécies deste gênero 

são conhecidas por apresentarem alcaloides, compostos fenólicos, óleos essenciais, flavonoides e 

principalmente lignanas5. 

A espécie Justicia acuminatíssima (Acanthaceae), Figura 1, tem como sinonímia Justicia 

calycina, sendo muito empregada popularmente na Região Amazônica no tratamento de diversas 

enfermidades e, por isso, é conhecida como “sara-tudo”. Recentemente, tem sido isolados 

flavonoides e triterpenos das folhas desta espécie, além disso, frações tem-se se mostrado 

promissora para uso contra processos inflamatórios6. Sendo assim, para este projeto pretende-se 

verificar o comportamento químico por análises cromatográficas do efeito da radiação gama em 

extratos e frações das flores de Justicia acuminatíssima (Acanthaceae). Desta forma, este projeto 

visa contribuir para o desenvolvimento de futuros fitoterápicos com possibilidades terapêuticas e 

aplicações tecnológicas, principalmente como fármacos ou, por outro lado, determinar constituintes 

químicos tóxicos e que apresentem efeitos indesejáveis à saúde da população. 

 

4. Justificativa 

 

Considerando a riqueza da flora brasileira com destaque para a floresta Amazônica, torna-se 

premente a investigação de novas drogas a partir do estudo fitoquímico de espécies vegetais 

encontradas na região.  

O conhecimento popular sobre plantas medicinais é o objeto de estudo da etnobotânica, que 

pesquisa a interação de comunidades humanas com o mundo vegetal. Esses estudos são de grande 

importância para a manutenção da cultura, que além, de combinar conhecimentos tradicionais e 

modernos, permitem melhor investigação dessa flora ainda tão desconhecida.7 

A utilização de plantas medicinais tornou-se um recurso terapêutico alternativo de grande 

aceitação pela população e vem crescendo junto à comunidade médica, desde que sejam utilizadas 

plantas cujas atividades biológicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua 

eficácia e segurança.8,9 
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O Brasil possui uma das maiores diversidades genéticas de plantas do mundo, porém menos 

de 10% têm sido avaliadas com respeito às suas características biológicas e menos de 5% têm sido 

submetidas a estudos fitoquímicos detalhados. Apesar do recente aumento nas pesquisas na área das 

atividades biológicas, as plantas até agora são pouco utilizadas, porém potencialmente muito 

valiosas como fontes para futuras descobertas de substâncias biologicamente ativas10. 

A divulgação deste trabalho através da publicação dos resultados em periódico especializado 

comprovando as atividades biológicas de extratos e/ou frações de plantas da região do Médio 

Amazonas poderão contribuir para um maior conhecimento da flora e do uso de fitoterápicos da 

região. Além disso, o estudo da atividade citotóxica de produtos naturais da flora brasileira, pode 

apresentar resultados que indiquem novos agentes terapêuticos mais baratos e disponíveis para a 

população em geral. Os dados de composição química dos extratos das plantas são importantes 

como subsídios para o desenvolvimento de um controle de qualidade para sua utilização.  

Como citado anteriormente o interesse por substâncias ativas de origem natural é responsável 

pelo aumento dos estudos fitoquímicos e aplicações das substâncias isoladas para diversas 

atividades. Partindo do relato de que os flavonoides e triterpenos são substâncias de reconhecida 

atividades biológicas e que estes estão presentes em vários gêneros da família Acanthaceae, faz-se 

necessário um estudo criterioso de espécies dessa família, especialmente do gênero Justicia.  

Neste trabalho foi realizado o estudo químico e avaliação do efeito da radiação gama em 

extratos e frações de Justicia acuminatissima (Acanthaceae), uma espécie vegetal bastante utilizada 

na medicina tradicional da Região Amazônica. Esses estudos poderão viabilizar o desenvolvimento 

de futuro fitoterápico com possibilidades terapêuticas e aplicações tecnológicas especialmente como 

fármaco. Os dados obtidos em relação ao efeito da radiação contribuirão também com informações 

valiosas. Uma vez que, foram determinadas doses de radiação gama que poderão ser utilizados para 

fins de radiosterelização de fitoterápicos sem interferir na integridade química dos analitos obtidos. 

 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a integridade química dos extratos obtidos das flores da Justicia acuminatissima 

submetidos à radiação gama. 

 

5.2. Objetivos específicos 
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A) Obter extrato bruto e frações das flores da espécie vegetal estudada; 

B) Avaliar o efeito da radiação gama em extratos e frações obtidos por Cromatografia de 

Camada Fina; 

C) Analisar a citotoxicidade dos extratos e frações da Justicia acuminatissima. 

 

6. Metodologia 

6.1 Coleta do vegetal 

As flores de Justicia acuminatíssima foram coletadas de arbustos localizados nas 

proximidades do município de Itacoatiara, com Latitude: 3° 8' 31'' Sul; Longitude: 58° 26' 33'' 

Oeste.  

6.2 Preparação dos extratos 

A partir da primeira coleta do material, foi realizada a extração com etanol absoluto à frio, 

onde o material foi concentrado até a remoção de todo o solvente, obtendo-se o extrato bruto. 

Posteriormente, a partir de outra coleta do material, realizou-se a extração com solventes em ordem 

crescente de polaridade: Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol; o material obtido após 

filtração foi concentrado ate remoção total do solvente utilizado. As extrações foram realizadas por 

um período de 72 h até extração máxima com cada solvente. Parte dos extratos e frações obtidos 

foram submetidos a radiação gama e posteriormente foram avaliados por cromatografia em camada 

fina para verificar os efeitos da radiação.   

6.3 Prospecção fitoquímica para caracterização dos constituintes fenólicos 

Os extratos secos foram analisados através de ensaios cromáticos usuais utilizando-se os 

reagentes convencionais para detecção de grupos fenólicos específicos, tais como reação de Shinoda 

(ácido clorídrico e magnésio), solução de cloreto férrico; e em placas cromatográficas de gel sílica.  

O perfil químico foi obtido direcionando-se o protocolo para avaliar a presença de flavonoides, 

usando-se para isso reagentes reveladores como: solução de Difenilborato 1% (solução NP), cloreto 

férrico e vanilina11. 

6.4 Prospecção fitoquímica para caracterização de terpenos (LIEBERMAN-BURCHARD) 

Os extratos e frações foram avaliados através de ensaios cromáticos usuais utilizando anidrido 

acético e ácido sulfúrico11. 
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6.5 Prospecção fitoquímica para caracterização de saponinas  

Os extratos e frações após processos químicos preliminares foram observados em relação à 

capacidade de formação de espuma característica. Em seguida, foram submetidos à hidrólise ácida e 

ensaio de Lieberman-Burchard11. 

6.6 Prospecção fitoquímica para caracterização de alcaloides 

Os extratos e frações após processos químicos preliminares foram observados em relação à 

capacidade de formação de precipitado característico, após reação de Dragendoff 11. 

6.7 Avaliação em placas cromatográficas 

O perfil químico foi obtido direcionando-se o protocolo para avaliar a presença de terpenos, 

usando para isso reagentes reveladores, como: solução de Difenilborato 1% (solução NP), cloreto 

férrico, vanilina e Dragendoff 12. 

6.8 Teste de citoxicidade em Artemia Salina 

Cistos de A. salina foram incubados em solução salina (10 mg de cistos/100 mL de solução). 

Após 24 h sob iluminação artificial a 28 ºC, os náuplios de A. salina (primeiro estágio larval) foram 

transferidos para outro aquário contendo solução salina e mantidos em nova incubação por mais 24 

h sob iluminação artificial a 28 ºC, obtendo-se apenas metanáuplios de Artemia salina denominados 

de cultura pura 13. 

 Os extratos brutos e frações obtidos foram diluídos em DMSO nas concentrações de 500 

µg/mL. Em seguida, as amostras previamente diluídas foram adicionadas em alíquotas de 5,0 mL de 

solução salina (solução 37% de sal marinho) e, posteriormente, a solução foi acrescida de 10 larvas 

de A. salina por tubo de ensaio. Os testes foram realizados em triplicata. As culturas de A. salina 

foram incubadas a 28 ºC. Após 24 h os microcrustáceos imóveis ou depositados no fundo do tubo de 

ensaio foram considerados como mortos13. 

 Os números de sobreviventes e de mortos foram determinados em porcentagens de mortos e, 

posteriormente, esses valores foram tratados através de análise estatística pelo programa de Probitos 

Analysis14. 

6.9 Irradiação 

Os extratos obtidos foram irradiados. A irradiação das amostras foram realizadas no 

Laboratório de Irradiação Gama (Comissão Nacional de Energia Nuclear do CDTN em Belo 

Horzonte-MG), sob orientação do Dr. Márcio Tadeu Teixeira.  A irradiação foi realizada em 
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aparelho de Gama – Cell com fonte de 60Co a doses variáveis de 1, 5, 10 e 20 kGy. As amostras 

irradiadas (extratos e frações) foram avaliadas por cromatografia com o objetivo de verificar se 

essas doses de radiação influenciam na composição química do material obtido. 

7. Resultados e Discussão  

7.1 Preparo do Extrato de Fracionamento 

O preparo do extrato bruto foi realizado com 150g de flores da espécie Justicia 

acuminatíssima, as quais foram maceradas com o solvente etanol absoluto durante 72 h, e dessa 

maceração foi obtido um rendimento médio de 6,67%. Este baixo rendimento pode ser justificado 

pelo fato de que os metabólitos secundários representam cerca de 1% de todo carbono total os 

vegetais15.  Tanto o método como o solvente utilizado influenciou no rendimento e na composição 

dos extratos brutos obtidos, que pode ser baseado em mecanismos químicos diferentes, pois a 

solubilidade de substâncias se dá em função de uma afinidade química existente entre as espécies do 

sistema em função de sua polaridade 16. 

7.2 Prospecção fitoquímica para caracterização dos constituintes fenólicos 

Na prospecção fitoquímica realizada com a espécie Justicia acuminatíssima foram 

identificados compostos fenólicos (flavonoides), visto que, ocorreu mudança de coloração da 

solução estoque em cada pH. A Figura 2 apresentou para pH 3 coloração vermelho-púrpura, pH 8,5 

coloração escuro tendendo para o lilás e para pH 11 apresentou coloração vermelho-alaranjado. 

Espécies deste gênero são conhecidas por conter alcaloides, lignanas, compostos fenólicos, óleos 

essenciais, flavonoides e aminas aromáticas 17. Ainda assim de acordo com os estudos18, flavonoides 

derivados da luteolina foram identificados para essa espécie de Justicia. 

Os flavonoides de origem natural apresentam propriedades farmacológicas como: antitumoral, 

anti-inflamatória, antioxidante e antiviral, desta forma existe um grande interesse econômico 

quando se fala de flavonoides 19. 

 

7.3 Prospecção fitoquímica para caracterização de terpenos (LIEBERMAN-BURCHARD) 

A prospecção fitoquímica dos extratos brutos e frações das flores de J. acuminatissima 

apresentaram resultados positivos para triterpenos e esteroides, sendo que, as frações em 

diclorometano mostraram concentrações maiores. Essas classes de compostos foram confirmadas 

por teste positivo para terpenos com o reagente de Liebermann-Burchard. 
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7.4 Prospecção fitoquímica para caracterização de saponinas 

A prospecção fitoquímica detectou saponinas na espécie Justicia acuminatíssima, visto que, 

durante o ensaio químico foi observado a formação de espuma persistente. No teste de confirmação 

foi observado a formação de precipitado e a não formação de espumas, uma vez que com a adição 

do ácido ocorreu a hidrólise das saponinas presentes nos extratos. Figura 3. 

7.5 Prospecção fitoquímica para caracterização de alcaloides 

A prospecção fitoquímica das flores da Justicia acuminatíssima mostra resultados positivos 

para as frações alcaloídicas. A Figura 4 mostra o teste de detecção para alcaloides, cujos resultados 

revelaram a formação de precipitado após adição do reagente de Dragendorff. 

7.6 Avaliação em placas cromatográficas 

As Figuras 5(A) e 5(B) mostram as placas cromatográficas do extrato da J. acuminatissima 

diluída em metanol e reveladas na solução de Difenilborato 1% (solução NP) e PEG. As manchas 

esverdeadas e vermelhas nas Figuras 5(A) e 5(B) indicam presença de compostos fenólicos e a 

mancha azul brilhante na Figura 5(C) indicam a presença de flavonoides. 

7.7 Teste de citoxicidade em Artemia Salina 

Muitos metabólitos presentes em vegetais podem apresentar atividades farmacológicas, porém 

muitos compostos que fazem parte da composição química das plantas podem ser tóxicos, quando 

ingeridos de forma indiscriminada, nesse contexto, é importante que estudos de toxicidade com 

plantas medicinais ou de espécies em estudo sejam realizados, principalmente avaliando sua ação 

em nível celular 20. 

Para avaliar a toxidade foi realizado a atividade citotóxica do extrato bruto etanólico das flores 

de Justicia frente ao microcrustáceo Artemia salina, nas concentrações de 10 μg.mL-1; 20 μg.mL-1; 

30 μg.mL-1; 40 μg.mL-1; 50 μg.mL-1; 100 μg.mL-1e após um período de 24h foram contados a 

quantidade de náuplios vivos e dos mortos 13. Dessa forma, ao tratar os dados obtidos através de 

análise estatística pelo programa de Probitos Analysis, em limites fiduciais de 95%, obteve-se que a 

dose eficaz para as larvas de A. salina foi de 13,30 μg.mL-1. Além disso, constata-se que o extrato 

bruto das flores de Justicia acuminatíssima é tóxico para as larvas de A. salina, pois nas 

concentrações testadas foi observado que as larvas de A. salina morreram em sua totalidade a partir 

da concentração de 100 μg.mL-1, Figura 6.  E conforme à literatura13, um extrato é considerado 

tóxico se as larvas de A. salina morrerem em sua totalidade em valores inferiores a 1000 μg.mL-1. 



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 
RELATÓRIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 

 
 

7.8  Irradiação  

As análises das frações em metanol, hexano, acetato de etila, diclorometano e do extrato bruto 

por cromatografia em camada delgada foram realizadas, utilizando-se eluentes específicos e 

posteriormente reveladas com solução de Vanilina (1% em metanol e ácido sulfúrico 5% em etanol) 

ou solução de Difenilborato (1% em metanol, solução NP) e PEG. As amostras foram spotadas na 

placa cromatográfica de acordo com as doses de irradiação, respectivamente: 0, 1, 5, 10 e 20 kGy. A 

detecção das substâncias foi realizada sob luz UV a 254 e 365nm. 

Para a análise das placas cromatográficas da fração em metanol e extrato bruto em CCD 

utilizou-se como eluente uma mistura de acetato de etila: ácido fórmico: ácido acético glacial: água 

(10:1,1:1,1:2,6) e foram reveladas em solução de NP/PGE. Diante da análise da placa com as 

frações em metanol observou-se que não houve diferenças entre os perfis químicos apresentados 

pelas frações de 0,1,5,10 e 20 kGy quando comparadas com a amostra que não foi irradiada. Nesta 

placa das frações em metanol pode-se observar a presença de manchas esverdeadas na Figura 7(A) 

indicando a presença de compostos fenólicos e as manchas azul brilhante e verdes na Figura 7(B) 

indicam a presença de flavonoides e cumarinas. 

 Para a análise do extrato bruto em CCD não foi observado diferenças entre os perfis químicos 

apresentados pelas frações de 0,1,5,10 e 20 kGy.  Na placa de extrato bruto pode-se observar a 

presença de manchas esverdeadas na Figura 8 (A) indicando a presença de compostos fenólicos e 

as mistura de cores brilhantes na Figura 8(B) indicam a presença de flavonoides21.  

As análises das frações em hexano por cromatografia em camada delgada foram realizadas, 

utilizando-se como eluente uma mistura de hexano: acetato de etila (8,5:1,5) e reveladas na solução 

de vanilina.  Na placa das frações hexânicas ao analisar o cromatograma não foi observado 

diferença entre os perfis apresentados pelas frações de 0,1,10 e 20 kGy.   Na figura 9(A) pode-se 

observar a presença de manchas esverdeadas que indicam a presença de compostos fenólicos. 

 A análise das frações em acetato de etila por cromatografia em camada delgada foram 

realizadas, utilizando-se como eluente uma mistura de acetato de etila: hexano (1:1) e reveladas na 

solução de vanilina como também na solução de NP e PGE. Na placa das frações em acetato 

reveladas com vanilina observa-se que há diferenças entre os perfis das frações não irradiadas e das 

irradiadas. Para a figura 10(A) pode-se observar a presença de coloração esverdeada que é 

característica de compostos fenólicos. A figura 10(B) corresponde à placa revelada com vanilina e 

pode-se observar a presença somente de manchas azul brilhante na fração não irradiada (0 kGy) que 

indicam a presença de flavonoides, porém nas frações de 5 e 10 kGy observa-se uma mistura de 
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cores (vermelho, verde, azul, amarelo e laranja) o que caracteriza à presença de todos os tipos de 

flavonoides, e esse maior número de tipos de flavonoides pode ser consequência das doses de 5 e 10 

kGy de radiação gama incididas nessas amostras. Ainda na figura 10(B), observa-se que nos spots 

das frações com radiação de 1 e 20 kGy há um menor fator de retenção que é igual a 0,222.  

Posteriormente, ao realizar a análise no UV da placa cromatográfica revelada em solução de NP E 

PEG pode-se confirmar à presença de compostos fenólicos e flavonoides nas frações, figura 10(C).  

Na análise das placas cromatográficas das frações em diclorometano, utilizou-se como eluente 

uma mistura de hexano: acetato de etila (7:3) e reveladas na solução de vanilina. Na placa das 

frações diclorometano ao analisar o cromatograma foi obsrvado diferenças entre os perfis das 

frações irradiadas e da fração não irradiada, não apresentando diferença nas frações de 1,5,10 e 20 

kGy. Na Figura 11(A) pode-se observar a presença de manchas cinzas e verde-escuro que indicam 

a presença de compostos fenólicos e taninos.  Na Figura 11(B) pode-se observar que na fração 0 

kGy apresenta somente coloração vermelho, já nas outras frações (1,5,10 e 20kGy) pode-se observar 

a presença de colorações laranja, verde, azul e vermelho, que é característico da presença de 

compostos fenólicos21. 
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Figura 1. Folhas e flores da espécie Justicia acuminatíssima. 

 

Figura 2. Teste positivo para flavonoides. Os tubos de ensaios A, B, C e D referem-se 

respectivamente: ao controle positivo de flavonoides, solução estoque com pH 3, solução estoque com 

pH 8,5 e solução estoque com pH 11. 

 

Figura 4 . Teste positivo para 

alcaloides. 

 

Figura 3. Teste positivo de 

saponinas. 
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Figura 5(A), 5(B)e 5(C) – Placas cromatográficas em NP/PGE. 
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Figura 6 . Teste de toxicidade por meio 

das Artemias Salinas. 

 

Figura 7(A)e 7(B) – Placas cromatográficas frações em 

metanol em NP e PGE. 
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Figura 8(A)e 8(B) – Placas cromatográficas 

referente ao extrato bruto reveladas em NP e PGE. 

 

Figura 9(A) – Placas cromatográficas das frações 

em hexano reveladas em vanilina. 
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Figura 10(A), 10(B) e 10(C) – Placas 

cromatográficas frações acetato de etila em 

vanilina e NP/PGE. 

 

Figura 11(A) e 11(B) – Placas 

cromatográficas frações diclorometano 

em vanilina. 
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