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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é a cultura de cereal mais consumida no mundo. O Brasil é o
terceiro maior produtor e segundo maior exportador do grédo. O Sitgma maydis
(popularmente denominado “cabelo de milho”), uma parte do milho rica em sais de
célcio, potassio, magnésio, sodio e que possui excelente fonte de compostos
bioativos, tais como flavonoéides, saponina e alcaloides, é usado em alguns paises no
tratamento de varias doencas no sistema urinario. O objetivo do presente trabalho foi
caracterizar as propriedades fisico-quimicas do Stigma maydis através dos ensaios
de antioxidante, toxicidade frente Artemias salinas, antibacteriano (Staphylococcus
aureus e Escherichia coli), além da avaliacdo da capacidade adsortiva para ions
Célcio e Magnésio em agua dura. Quanto a esta Ultima, determinada através do
método titulométrico com o EDTA, verificou-se que o tempo maximo de adsorc¢éao foi
de 242,21 mg/L em 48 h. No teste de toxicidade frente as Artemias salinas com o0s
extratos etandlico e hexanico, no tempo de 24 h obteve-se CLso 1486,8 pg/mL e
1947,1 pug/mL, no tempo de 48 h obteve-se CLso 1465,4 pg/mL e 1,6143 pg/mL. Da
mesma forma, para atividade antioxidante dos extratos, obteve-se 27,1% de inibic&o
com o extrato etandlico e 27,4% de inibicdo com o extrato hexanico e o ICso
determinado com o extrato etandlico foi de 14,9853 mg/mL e 18,5624 mg/mL com o
extrato hexanico. Para a atividade bactericida dos extratos, percebeu-se que nao
houve a inibicdo nas concentracdes testadas. Desta forma, pode-se concluir que o
Stigma maydis nado possui atividade antibacteriana frente as essas duas bactérias e
gue o0s extratos ndo apresentam a toxidade nas concentracdes testadas. Os
resultados dos ensaios fisico-quimicos sugerem que o Stigma maydis € um bom
material adsorvende, de baixo custo e de baixa toxicidade.

Palavras-chaves: Cereal. Cabelo de milho. Stigma maydis. Testes. Extratos.



ABSTRACT

The maize (zea mays L.) is the culture of cereal more consumer in the world. Brazil is
the third bigger producer and the second exporter of grain. The silgma maydis
popularly to be called (“hair of maize”), one part of maize rich in salts of calcium,
potassium, magnesium and that posse excellent source of compound bioactives, with
such flavour, saponin and alkaloid, is used in some countries in treatment of various
illnesses in system urine. The objective of presente work stigma maydis through of
testing of Artemias salinas, antibacterial (Staphylococcus aureus and Escherichia coli),
beside of evaluation of capacity sorbent for ion calcium and magnesium in hard water.
When this last determined through of method titulometrico with the EDTA, check that
the maximum of time of absorption for the 242.21 mg/L in 48 hs. In test of toxicity front
of Artemias salinas with of extract etandlico and hexanico, in time of 24 hs obtain CL50
1486.8 pg/mL and 1947.1 pg/mL, in time of 48 hs obtain CLso 1465.4 pg/mL and 1.6143
Hg/mL the same form, for activity antioxidant of extract, obtain 27.1% of inibetion with
the extract hexanico and the ICso determined with the extract e etandtico was of
14.9853 mg/ml and 18.5624 mg/mL with the extract hexanico. For the activity
bactericidal of extract, understand that don’t hear the inibetion in concentration testing.
This form, can be conclude that the Stigma maydis don’t posse antibacterial front
activity these two bacterials and that the extract don’t presente the toxicity in
concentration testing. The results of tests physical-chemistry comes that the Stigma
maydis is one good material adsorb the low cost and the low toxicity.

Keys Words: Cereal. Corn hair. Stigma maydis. Tests. Extracts.
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1 INTRODUCAO
Milho.
Isso tudo aqui faz bem,
no sertdo ou na cidade,
no brejo faz também,
comida de qualidade,
porgue nosso milho tem
um milh&o de utilidades.
Guibson Medeiros

O milho (Zea mays L.) é a cultura de cereal mais produzida atualmente no
mundo. Os trés paises lideres na exportacao de milho sdo EUA, Argentina, e Brasil.
O Brasil encontra-se consolidado, sendo o terceiro maior produtor de milho no mundo
e segundo maior exportador (YARA, 2019). De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos — USDA, em seu relatério de agosto, a producéo
mundial do cereal da safra 2018/19 devera atingir 151,9 milhées de toneladas. Ao
longo dos ultimos cinco anos, a cadeia produtiva do milho mudou significativamente
no pais, o grdo deixou de ser apenas um produto destinado a alimentacao animal,
mas também uma comadite exportavel, além de se firmar, nestes dois ultimos anos,
como uma matriz energética na producao de etanol (CONAB, 2018).

O milho (Zea mays L) de familia Poaceae, apresenta flores masculinas e
femininas separadas. De acordo com Santos et al. (1988) as flores masculinas formam
panicula terminal de espiguilhas, enquanto que as flores femininas nascem nas axilas
das folhas e formam inflorescéncia. Para cada flor feminina aparece um estilete
alongado, na extremidade de espiga, o conjunto forma uma espécie de “barba’,
também muito conhecida como estima de milho (Stgma mayis). O Stgma maydis &
uma parte do milho muito rico em sais de célcio e potassio, magnésio, sédio, glucide,
estereoma e ceras que o tornam diurético e colagogo (YARGA, 1984).

Historicamente, o estigma de milho (Stigma maydis), tem sido utilizado na
China, Turquia, Franga e no Egito como um remédio para tratamento de varias
doencas, tais como inflamacé&o da bexiga e da préstata, pedras nos rins, no tratamento
de gota, irritacdo no sistema urinario, bem como no tratamento urinario (EL-GHORAB
et al., 2007). Também se verificou que o Stigma maydis € uma excelente fonte de

muitos compostos bioativos, tais como flavonoides, saponina, alcaldides, taninos,
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acido clorogénico, fitoesterois, alantoina, vitamina E e K, entre outros (BUSHMAN,
2002).

Apesar de Stigma maydis, ser muito utilizado na terapia de varias doencas que
afetam o sistema renal, em diversos paises como fora supracitados. Destaca-se ainda
gue em alguns paises do continente Africano e no Brasil, o Stigma maydis é
considerado como um residuo néo reaproveitavel.

Diante do exposto, este trabalho surge da necessidade de avaliar o potencial
fitoterapico e o autovalor medicinal, dos componentes do Stigma Maydis. Alguns
paises trazem em suas literaturas o potencial antioxidante, a capacidade absortiva e
o teor de toxicidade deste material orgénico. Em contrapartida, no Brasil existe
pouquissimo acervo bibliogréafico de estudo sobre esta parcela do milho.

Nesta perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo geral fundamentar
a caracterizacao do estigma de milho (Stigma maydis) por técnicas fisico-quimicas e
verificar a sua atividade bioldgica. A partir deste objetivo geral, decorrem os seguintes
objetivos especificos: 1) Quantificar a capacidade adsortiva do estigma de milho
(Stigma maydis) in natura para Célcio e Magnésio, em solugdo aquosa de agua dura;
2) Obtencado dos extratos etandlico e hexanico do estigma de milho; 3) Calcular a
concentracéo letal (CLso) frente Artemia salina; 4) Verificar a capacidade antioxidante
dos extratos; 5) avaliar atividade bacteriana pelo método de difusdo em disco frente
as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Por conseguinte, a metodologia de pesquisa foi dividida em cinco etapas,
previamente estipuladas, para o transcorrer fluido da pesquisa. Assim sendo, iniciou-
se 0 processo fisico-quimico de determinacdo da capacidade adsortiva do Stigma
maydis, para quantificar este potencial adsortivo deste residuo atualmente descartavel
pelos produtores agricolas. Em seguida, surgiu a necessidade de obter extratos do
estigma de milho em dois solventes hexano e etanol, respectivamente. A partir dos
extratos, fez-se o0s ensaios de toxicidade, antioxidante e de inibicdo bacteriana, para
assim, verificar o seu potencial biolégico, farmacéutico e/ou medicinal. Os
procedimentos laboratoriais realizados estéo descritos no topico 4 deste trabalho.

Porquanto, este trabalho estrutura-se em sete se¢des, 0s quais exibem todo o
desenvolvimento construtivo desta pesquisa experimental. Elenca-se inicialmente os
objetivos da pesquisa que sao explicitados no topico 2, sequencialmente no topico 3
faz-se um apanhado teérico que contempla os conceitos primordiais para o

entendimento desta pesquisa. Subsequentemente, descreve-se todos 0s métodos
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laboratoriais aplicados e em seguida, explicita-se os resultados obtidos no transcorrer
das analises e assim faz-se uma discussdo baseando-se na literatura para
compreender os dados coletados. Por fim, faz-se algumas constatacbes acerca da

pesquisa efetuada baseando-se nas discussdes realizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

X/
°

Caracterizar o estigma de milho (Stigma maydis) por técnicas fisico-quimicas

e verificar suas atividades bioldgicas.

2.2 Objetivos Especificos

Testar a capacidade adsortiva do Stigma maydis in natura para Calcio e
Magnésio, em solucdo aquosa de agua muito dura previamente preparada no
laboratorio.

Obtencao dos extratos hexanico e Etandlico do Stigma maydis.

Calcular a concentragao letal CLso dos extratos frente a Artemia salina.
Verificar a capacidade antioxidante dos extratos.

Avaliar a atividade antibacteriana pelo Método da Difusdo em Disco frente as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC
25922,
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Descri¢ao botanica do milho

De acordo com a classificagdo botanica, o milho € uma monocotiledonea,
pertencente a familia Poaceae, Subfamilia Panicoidae, género Zea e espécie Zea
mays L. (SILOTO, 2002). E uma planta herbacea, mondica, portanto possuem os dois
sexos na mesma planta em inflorescéncias diferentes, completa seu ciclo em quatro
a cinco meses caracterizando uma planta anual (PONS e BRESOLIN, 1981).

Espécie alégama e originada do México, o milho apresenta uma grande
variabilidade, existindo atualmente cerca de 250 espécies. Com um aumento
significativo da producéo na segunda metade do século X houve uma grande evolucao
com desenvolvimento de variedades e hibridos (SANTOS, 2012). Bastante cultivada
em muitas partes do Mundo (Estados Unidos da América, Republica Popular da
China, india, Brasil, Franca, Indonésia, Africa do Sul, etc.).

Esta planta tem como finalidade de utilizag&o a alimentacdo humana e animal,
devido as suas elevadas qualidades nutricionais, contendo quase todos os
aminoacidos conhecidos, com excec¢ao da lisina e do triptofano (BARROS e CALADO,
2014). A cultura do milho consiste em um dos segmentos econdmicos mais relevantes
do agronegdcio brasileiro, respondendo por 43% da producdo nacional de graos no
biénio 2013/2014 (CONAB, 2014). Atualmente, é segunda cultura mais cultivada em
area no Brasil, sendo cultivada em todas as regides do pais (EMBRAPA, 2012;
OLIVEIRA et al., 2016).

A producdo deste grao no Brasil também impulsiona outros setores da
economia, a exemplo da suinocultura e avicultura, que utilizam o milho como insumo.
Tratam-se de dois setores extremamente competitivos e geradores de abundantes
receitas para o Pais. Em particular, grande parte da expansao do cultivo do milho no
Ceara deve-se ao crescimento da producéo de aves no estado (EMBRAPA, 2012).

A cultura do milho apresenta uma multiplicidade de usos. Logo, a
comercializacdo é bastante difundida, apresentando fluxos de comercializacéo
direcionados para fabricas de ragdes, industrias quimicas, mercado de consumo in
natura e exportacbes. O avanco tecnoldgico tem contribuido para o aumento da
producédo do milho, apresentando vantagens em permitir, por exemplo, a antecipagéo
da colheita, liberando terra para outras culturas; utilizacdo de um sistema de

armazenamento mais simples e econdmico, evitando o ataque de roedores e
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carunchos nos gréos, diminuindo deste modo as perdas a campo; e conservacao do
valor nutritivo por um maior periodo de tempo, com isso, a comercializacdo do produto
ganha um incentivo, possibilitando maior retorno econémico ao produtor (REIS et al.,
2001).

3.2 Caracteristicas morfologicas e fisiolégicas do milho

O milho constitui-se basicamente de semente, sistema radicular, caule, folhas

e inflorescéncia/estigma.

3.2.1 Semente

De acordo com Barros e Calado, (2014), a semente do milho que é classificada
botanicamente como cariopse, apresenta trés partes, o pericarpo, o endosperma e o
embrido. O pericarpo € uma camada fina e resistente, constituindo a parte mais
externa da semente. O endosperma é a parte da semente que esta envolvida pelo
pericarpo e a que apresenta maior volume, sendo constituida por amido e outros
carboidratos.

A parte mais externa do endosperma e que esta em contato com o pericarpo,
denomina-se de camada de aleurona, a qual é rica em proteinas e enzimas e cujo
papel no processo de germinagao, € determinante. O embrido, que se encontra ao
lado do endosperma, possui primordios de todos os 6rgaos da planta desenvolvida,

ou seja, ndo é mais do que a prépria planta em miniatura.

3.2.2 Sistema radicular

A parte do embrido que corresponde a radicula vai dar origem a raiz primaria
gue se aprofunda no solo em sentido vertical. A seguir surgem as raizes secundarias,
as quais apresentam uma grande capacidade de ramificacdo e a raiz priméria
desintegra-se. Posteriormente, surgem as raizes adventicias que partem dos
primeiros nés do colmo e quando atingem o solo ramificam-se intensamente, sendo
este aspeto muito importante na sustentacao fisica da planta (BARROS e CALADO,
2014).
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3.2.3 Caule

O milho pode atingir uma altura de cerca de 2 a 3 metros, podendo o seu porte
variar em funcdo do proprio hibrido, das condicdes climaticas, do fornecimento
adequado de agua a planta, das caracteristicas do solo e da fertilidade do mesmo, da
disponibilidade de nutrientes, entre outros.

O milho, quando apresenta cerca de 15 centimetros de altura, onde o caule
esta totalmente formado, possuindo todas as folhas, os primérdios da inflorescéncia
feminina que irdo constituir a espiga (macaroca) e a qual se localiza na axila das folhas
e, possui ja& também os primérdios da inflorescéncia masculina, situada na
extremidade (apice) do caule. A partir daqui o crescimento da planta sera funcao do
acréscimo do numero de células e do aumento do seu volume. O caule, além de ter a
funcdo de suportar as folhas e partes florais, € também um o6rgédo de reserva,
armazenando sacarose. (BARROS e CALADO, 2014).

3.2.4 Folhas

As plantas do milho s&o consideradas de folha estreita, com 0 seu comprimento
a ser muito superior a largura. As folhas estdo dispostas alternadamente e inseridas
nos nos. As folhas sao constituidas de uma bainha invaginante, pilosa de cor verde
clara e limbo-verde escuro, estreito e de forma lanceolada, possuindo bordos
serrilhados com uma nervura central vigorosa. O meristema, também chamado de
ponto de crescimento, onde se formam as folhas novas, fica abaixo ou na superficie
do solo até ao estadio de desenvolvimento de dez folhas visiveis. A fotossintese inicia
a funcdo de acumulagcao de matéria seca, ou seja, de alimentacdo da planta, quando
esta atinge o estadio de desenvolvimento de duas folhas completamente
desenvolvidas. (BARROS e CALADO, 2014).

3.2.5 Inflorescéncia/estigma

O milho é uma planta monoica, ou seja, possui 0os 6rgdos masculinos e
femininos na mesma planta em inflorescéncias diferentes, estando os masculinos
agrupados na panicula (bandeira), situada no topo do colmo que contém unicamente
0s estames envolvidos nas glumas e os femininos em espigas axilares. Os 6rgaos

masculinos aparecem antes dos femininos e por isso, € uma espécie protandrica.
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(BARROS e CALADO, 2014). Cabelo de milho também conhecido como estima de

milho (Stigma maydis) estdo representados na Figura 1 abaixo.

FIGURA 1 - Representa o Stigma maydis (Estima de milho).

Fonte: Autor

3.2.6 A culturado Milho no Brasil e no Mundo

Segundo a Embrapa (2004), o milho tornou-se o cereal mais produzido no
mundo acompanhando o aumento da demanda por milho para alimentacdo animal,
mostrando a versatilidade de aplicacbes deste gréo. No Brasil, dados obtidos pelo
levantamento da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA (2004),
revelam que o milho, juntamente com a soja, responde por cerca de 80% da produc¢éao
dos graos produzidos no pais, com a diferenca de que a soja tem liquidez imediata,
por se tratar de uma cultura voltada a exportacdo, enquanto que o milho tem sua
producéo voltada para o abastecimento interno. O milho vem apresentando, nos
ultimos trinta e oito anos, taxa de crescimento da producéo de 3% ao ano e de area
cultivada de 0,4% ao ano.

O uso do milho em regides com baixa renda constitui fator importante, na
alimentacdo humana fazendo parte, em algumas situa¢des, da alimentacéo diaria, a
exemplo do semiarido nordestino, onde este cereal € a principal fonte de energia para

muitas familias (DUARTE, 2010). O milho apresenta-se como um dos principais
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cereais em todo mundo, sendo cultivado em pequenas, médias e grandes
propriedades (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000).

O milho é um cereal largamente cultivado e consumido em todos os
continentes, com producao de cerca de 600 milhdes de toneladas, inferior apenas as
do trigo e do arroz, sendo, os Estados Unidos, a China e o Brasil os maiores
produtores mundiais (OLIVEIRA et al., 2009). A produtividade brasileira tem crescido
sistematicamente, passando de 1.665 kg ha, em 1980, para 3.600 kg ha*, em 2009
(CONAB, 2010).

E um alimento que se caracteriza por se destinar tanto para o0 consumo humano
como para consumo animal. O uso do milho em gréo para alimentacédo animal
representa a maior parte do consumo desse cereal, isto €, cerca de 70% no mundo
(DUARTE, 2010).

O milho é considerado pelo Embrapa (2004), como o cereal mais produzido no
mundo, devido ao aumento do consumo acelerado, conseguintemente isso gera
grande parte de biomassa.

A caracterizacao fisico-quimica e biologica da Stigma maydis permite que
novos estudos sejam desenvolvidos posteriormente, no intuito de trazer novos
produtos para a industria farmacéutica, agricola, cosmeéticos, quimica bem como a

producéo de energia limpa e bioadsorventes.

3.2.7 Biomassa

Biomassa em geral, € toda a matéria organica de origem animal ou vegetal, é
produzida por plantas com clorofila, que transformam a energia solar em material
vegetal por intermédio de processo fotossintese. As principais fontes de biomassa séo
consideradas de matérias organicas, pois a energia solar € armazenada em ligacado
guimica e quando sdo quebradas por digestdo decompde-se liberando a energia
guimica armazenada (MCKENDRY, 2002).

Nos ultimos dez anos o uso de biomassa tem atraidos muitas atencdes, por se
tratar de uma fonte de energia renovavel, devido ao seu uso sustentavel de nao
provocar danos ao meio ambiente, diante disso, as extra¢cfes do Oleo vegetal tém sido
priorizadas como alternativas para geracao descentralizadas de energia e também
para uso medicinais (BRASIL, 2002).
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3.2.8 Uso da biomassa como bioadsorvente

Nos ultimos anos, intensificou a busca pelos 0s processos que possam ser
utilizados na remocao dos ions metalicos em baixas concentracdes. Para isso, 0 USO
de biomassa como bioadsorvente vem sendo uma alternativa viavel a essa condigao.
Os bioadsorventes podem ser aplicados para a remocédo de diversos poluentes
(NASCIMENTO et al., 2014).

No Brasil sdo produzidos diversos produtos e residuos agroindustriais tais
como, bagacos de cana-de-acUcar, caju, bagaco de laranja, coco verde, casca de
banana, sabugo de milho e entre outras frutas em virtude do potencial agricola do pais
(GURGEL, 2007; MOREIRA et al., 2007; CRUZ, 2009; PINO, 2005; STROHER, 2008).

A grande diversidade e abundancia de biomassa, possibilita 0 processo de
bioadsorcdo bastante promissor, essencialmente a alta afinidade desses materiais
com ions metalicos. Neste caso, a utilizacdo do Stigma maydis na adsor¢do dos
metais (calcio e magnésio) na solucdo aquosa de agua dura, € importante por
apresentar o potencial de adsor¢céo dos metais e também por serem materiais naturais
e renovaveis como também por apresentarem um alto indice de degradacdo. Também
ele possui um alto potencial de compostos bioativos para tratamentos de varias

doencas.

3.3 Métodos de extracao do 6leo

A retirada do Oleo fixo da espécie vegetal € denominada de processo de
extrag@o hexanica. Para extracdo existem varios métodos que podem ser utilizados,
tais como: extracdo por hidrodestilagdo, extracdo supercritica, prensagem a frio,
extracdo por enfleurage, extracao por solvente e extracdo por rotaevaporacao
(WOLFFENBUUTELL, 2010).

A extracao por hidrodestilagdo € um processo onde ocorre o aguecimento das
amostras na agua, que pode atingir a temperatura aproximadamente 100°C. Ao
colocar temperatura maior que o ponto de ebulicdo dos componentes do Oleo ir4
volatilizar. Depois de volatilizac&o, o vapor de agua e os compostos do 6leo essencial
passaram por um condensador. Como a agua é imiscivel com o 6leo essencial,
formam-se duas fases. A mistura é coletada no frasco separador (ABDELLATIF e
HASSANI, 2015). Este processo € bastante eficiente para obter informacdes

referentes ao processo industrial de destilacao por arraste de vapor (SARTOR, 2009).
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A extracao supercritica € um método muito utilizado principalmente na extracao
de 6leo essencial em planta e de principios amargos e aromaticos como o lupulo
usadas na industria (TAYLOR, 1996). De acordo com Serafini et al., (2002), este
método baseia-se no principio da solubilidade dos compostos orgéanicos em fluidos
supercriticos, em relacéo & solubilidade dos mesmos em fluidos na fase vapor.

Neste processo, segundo o (SERAFINI et al., 2002) vérios solventes organicos
supercriticos podem ser usados, 0s solventes tais como: metano, etano e etileno e
diéxido de carbono. Solvente mais utilizado neste processo € o CO2, por apresentar
certas caracteristicas (facilidade de separacdo do soluto por ser muito volatil, ndo
téxico, nao inflamavel), que diferencia com os demais solventes.

A extracdo por prensagem a frio € muito utilizada no Brasil pelas industrias de
sucos de frutas, no qual o método consiste como uma forma de aproveitamento das
cascas das frutas e sementes. Ele consiste em espremer as frutas inteiras, em uma
prensa hidraulica, a temperatura ambiente, apds colocar para centrifugacédo ou
destilag&o, separar o 6leo essencial do suco (WOLFFENBUTTEL, 2010).

A extracdo por enfloracdo ou enfleuracdo, atualmente este processo é
utilizados para algumas industrias de perfumes, este método € muito empregado na
extracdo de Oleos volateis de pétalas de flores como, por exemplo, do jasmim, da
laranjeira e de rosas (SIMOES et.al., 2003).

Este método de enfleuracéo, consiste na deposicao das pétalas a temperatura
ambiente sobre uma camada de gordura em certo periodo de tempo. Em seguida,
estas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacdo total, quando a
gordura é tratada com alcool. Visando a obtencdo de um o6leo volatil, o alcool é
colocado para ser destilado a baixa temperatura e o produto, assim obtido, possui alto
valor comercial (SIMOES et.al., 2003).

A extracao por solventes € utilizada para os 6leos volateis muitos instaveis que
nao suportam aumento de temperatura. Neste processo sao utilizados os solventes
organicos apolares como: hexano, acetona, éter e clorometano, estes possuem papel
importante na extracdo dos compostos aromaticos da planta (VIESSENCE, 2011). De
acordo com Gramolelli Junior et al., (2006), este € um método mais eficaz do que o
de destilacéo, pois reproduzem mais fielmente o aroma da planta, no entanto, sua
aparelhagem é um pouco mais complexa e seu custo & mais elevado.

A extracdo por rotaevaporacdo € um processo de destilacdo utilizado na

separacao térmica de compostos liquidos através da evaporacdo em seu ponto de
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ebulicdo e diretamente por condensacao. Os sistemas a vacuo sao utilizados para
diminuicdo do ponto de ebulicdo no sistema, desta forma é possivel controlar a
temperatura dos solventes e manté-los baixos. Este processo também pode ser
utilizado para concentrar amostras solidas ou liquidas, e isolar os solventes com
pontos de ebulicdo distinto.

Para obtencdo do 6leo vegetal, as caracteristicas e propriedades da matéria
determinardo qual € o método que devera ser utilizado (CAPELLINI, 2013). A escolha
do melhor método possibilita a obtencdo de um 6leo de boa qualidade e sem
impurezas. Portanto, sendo possivel utilizar a extragdo por rotaevaporador.

A extracao por rotaevaporacao foi utilizada para extracao do 6leo fixo do Stigma
maydis. O 6leo obtido foi utilizado nos testes da atividade antibacteriana pelo método
da difusdo em disco frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25922 e
Escherichia coli ATCC 25923, testes antioxidantes e toxicidade frente a Artemia
salina.

Teste de toxicidade sé&o utilizadas para analisar, identificar e quantificar a
toxicidades das substancias, também o teste visa avaliar os feitos desses substanciais
sobre os sistemas biologicos. Sendo assim, foi realizado o teste de toxicidade frente
as Artemia salina como o intuito de quantificar a toxidade dos extratos de Stigma

maydis.

3.4 Toxicidade utilizando Artemia Salina

A toxicologia estuda o efeito de determinadas substancias em organismos
vivos. Os testes de toxicidade séo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever
os efeitos téxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES e FORBES, 1994). Muitos ensaios de toxicidade podem ser
utilizados, como o ensaio de letalidade com o micro crustaceo Artemia salina, que foi
desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al.,
1982). Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, utilizada
neste trabalho como bioindicador de toxicidade.

A maioria de experimentos que visam testar a toxicidade utilizam modelos
baseados em ratos em crescimento apresentando desvantagens para 0 método como
0 gasto de quantidade de amostra e o elevado custo (RIOS, 1995). A utilizacdo do
crustaceo Artemia apresenta a vantagem de ser uma espécie de facil manipulagcdo em

laborat6rio e de baixo custo econémico (CALOW, 1993). Diversos estudos foram feitos
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utilizando a Artemia e comprovam a agao toxica de varias substancias naturais a esse
crustaceo (RIOS, 1995; NASCIMENTO et al., 2008).

3.5 Capacidade Antioxidante

Os radicais livres do oxigénio com seus elétrons ndo pareados podem atacar e
danificar, praticamente, qualquer molécula encontrada no organismo. S&o tao ativos
gue, uma vez formados, ligam-se a diferentes compostos em fragdes de segundo. Ao
fazé-lo, eles podem entregar seu elétron ndo-pareado ou capturar um elétron de outra
molécula, a fim de formar um par, tornando-se estavel. Contudo, a molécula atacada
transforma-se em um radical, aumentando a sua reatividade, podendo ocasionar uma
reacdo em cadeia que pode agir destrutivamente sobre um tecido (YOUNGSON,
1995).

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo e podem
ser sintéticos ou naturais (ALMEIDA et al., 2006). Em decorréncia da resisténcia dos
micro-organismos patogénicos aos produtos sintéticos, a procura por agentes que
retardam a oxidacdo a partir de plantas é promissora (SILVESTRI et al., 2010).
Reduzir a concentracdo de aditivos sintéticos na industria alimenticia, farmacéutica,
cosmética e medicinal, por exemplo, pode contribuir para diminuicdo do estresse
oxidativo no organismo.

Ha diversas técnicas para determinar a atividade antioxidante in vitro, de forma
a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente
interessantes. Dentre estes métodos destaca-se o método de sequestro de radicais
livres, tais como DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

O método de radicais livres esta baseado no descoramento de uma solucao
composta por radicais estaveis DPPH de cor violeta quando da adi¢céo de substancias
gue podem ceder um atomo de hidrogénio (HUANG, D. et al., 2005). Acontece a
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. Esta
metodologia utiliza quantidade significativa de reagente, padrdoes e amostras.

As atividades antibacterianas pelo método da difusdo em disco foram baseadas
nos fundamentos de difusdo inibitoria de agente antimicrobianas por meio de uma
cultura apropriado contendo o agente patogénico a ser testado, assim sendo foi
realizado este teste como o intuito de verificar a capacidade antibacteriana do Stigma

de milho.
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3.6 Atividade Antibacteriana pelo Método da Difusdo em Disco

Este método é amplamente utilizado para o ensaio de suscetibilidade
bacteriana, devido a simplicidade da realizacéo e interpretacdo dos resultados, além
de ser um método reconhecido e recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais). Modificado e
padronizado por Bauer e colaboradores em 1966, esse método € baseado nos
principios de difusado inibitéria de agentes antimicrobianos em um meio de cultura
apropriado contendo o agente patdégeno a avaliar.

Nesse teste, pequenos discos de papel de fitro com 6 mm de diametro
impregnados com o 6leo essencial/fixo a ser testado séo dispostos numa placa de
Petri contendo é&gar Mueller-Hinton solidificado, e sobre o qual encontram-se
inoculadas as bactérias a serem testadas, sendo em seguida incubadas por 48 horas
em estufa bacteriologica 35 °C. Durante esse periodo, 0 agente antimicrobiano ira
difundir pelo meio e atuara negativamente (ou ndo) sobre o crescimento do micro-
organismo, o qual seré visualmente identificado pelo aparecimento de uma area em
volta do disco contendo o 6leo onde as cepas ndo se desenvolverdo, denominado
halo de inibicdo. Quanto maior for o seu diametro, mais susceptivel (resistente) é o
microrganismo enquanto que a pequena ou nenhuma zona de inibicdo indica
resisténcia por parte da bactéria (TAVEIRA et al., 2004).

3.6.1 Consideracéo sobre as bactérias

Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma espécie com
enorme importancia clinica. Pode ser encontrada no meio ambiente e na microbiota
do Homem e dos animais. As bactérias desta familia sdo caracterizadas como bacilos
de Gram — negativo, imdveis ou moveis, anaerébios facultativos, fermentadores da
glucose e sem exigéncias nutricionais, crescendo bem em meios de cultura néo
seletivos. A separacdo dos géneros desta familia é feita com base na capacidade de
fermentagdo da lactose. As bactérias fermentadoras, como é o caso de E. coli, séo
denominadas de coliformes termotolerantes (DUARTE, 2014 e MAINIL, 2013)

A Staphylococcus aureus € uma bactéria de Gram-positivo que faz parte da
microbiota do Homem, habitando sobretudo a narina e o perineo. O seu nhome deriva
dos termos gregos Staphylé (cacho de uvas) e Kokkos (granulo), devido as suas

caracteristicas morfolégicas. S&o imoveis, anaerobios facultativos, catalase positiva e
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oxidase negativa, crescem a temperaturas entre os 18° e 40 °C e apresentam
tolerabilidade a elevadas concentracdes de sal. Outra caracteristica que os distinguem
dos restantes Staphylococcus € a sua capacidade de coagular o plasma, devido a
presenca de uma proteina de ligacdo ao fibrinogénio (coagulase) (LENCASTRE e
MIRAGAIA, 2014). S. aureus € um patogénico muito perigoso gragas a combinacédo

da resisténcia aos antibioticos e dos seus fatores de viruléncia (OTTO, 2010).
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4 METODOLOGIA

Este trabalho trata-se de uma pesquisa experimental e bibliogréfica. A pesquisa
experimental caracteriza-se por manusear as variaveis relacionadas com o objeto de

estudo. De acordo com o Gil (2008).

A pesquisa experimental consiste essencialmente em submeter os objetos de
estudo a influéncia de certas variaveis, em condicdes controladas e
conhecidas pelo investigador, para observar os resultados que a variavel
produz no objeto. N&o constitui exagero afirmar que boa parte dos
conhecimentos obtidos nos Ultimos trés séculos se deve ao emprego do
método experimental, que pode ser considerado como o método por
exceléncia das ciéncias naturais (GIL, 2008).

Portanto, para descobrir as relacdes causais, é interessante que as variaveis
sejam controladas e manipuladas experimentalmente nas bancadas e pranchetas de
um laboratorio, onde sé&o criadas condigdes adequadas para o seu tratamento. Nesta
pesquisa, 0 pesquisador seleciona variaveis e teste suas relagdes funcionais,
aplicando formas de controle (SEVERINO, 2007).

Doravante, é perceptivel que é valido salientar que este trabalho também se
configura como uma pesquisa bibliografica devido busca por artigos relacionados ao
tema em bases de dados confiaveis para 0 embasamento tedrico. Utilizando-se de
artigos cientificos e livros da area especifica de estudo. E do saber que, muitos
pesquisadores fazem uso indiscriminado e ilegal de concepgdes construidas por
outros autores que confirmaram cientificamente suas hipoteses tedricas. Deste modo,

Conforme Severino (2007):

A pesquisa bibliogréafica é aquela que se realiza a partir do registro disponivel,
decorrente de pesquisas anteriores, em documentos impressos, como livros,
artigos, teses etc. utiliza-se de dados ou de categorias tedricas ja trabalhados
por outros pesquisadores e devidamente registrados. Os testos tornam-se
fontes dos temas a serem pesquisados. O pesquisador trabalha a partir das
contribuicdes dos autores dos estudos analiticos constantes dos textos
(SEVERINO, 2007).

E importante salientar que qualquer trabalho cientifico universitario, inicia-se
com uma pesquisa bibliogréfica, que permite ao pesquisador ou investigador conhecer

0 gque ja se estudou sobre o assunto (FONSECA, 2002).

4.1 PARTE EXPERIMENTAL

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de Fisico-Quimica e no
Laboratério de Orgéanica da Universidade da Integracdo Internacional da Lusdéfona

Afro-Brasileira (UNILAB), localizado no campus das Auroras, Redencéo- CE.



Todos o0s reagentes e equipamentos utilizados

relacionados na Tabela 1 e 2 a seguir.

TABELA 1 - Reagentes, formula quimica e sua marca.
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nesta pesquisa estao

REAGENTES FORMULA QUIMICA MARCA
HIDROXIDO DE SODIO KOH DINAMICA

EDTA C10H16N20s MERCK
CLORETO DE CALCIO DINAMICA

MONOHIDRATADO
CaCl2’H20
CLORETO DE DINAMICA
MAGNESIO
MgCl26H20
HEXAHIDRATADO

MUREXIDA CsHsNsOs VETEC

SULFATO DE SODIO DINAMICA
ANIDRO
NazSO4
HIPOCLORITO DE DRAGAO
sSODIO
NaClO

ACIDO NITRICO HNOs3 DINAMICA
HEXANO PA CeH1a DINAMICA
ETANOL PA C2HsOH DINAMICA

MUELLER = HINTON e KASVI

AGAR

Fonte: autor.



TABELA 2 — Equipamentos, modelo e sua marca.
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EQUIPAMENTOS MODELO MARCA
Balanca analitica FA2204B EDUTEC
pHmetro digital 86506 AZ INSTRUMENT
Agitador magnético TE-0851 TECNAL
Estufa SL 100/A SOLAB
Capela ORG5 CIENLAB
Rotoevaporador 801/802 FISATOM
Bomba de vacuo NT-613 NT 613
Espectrofotometro T80 UV/ VIS PG INSTRUMENTS LTDA
Estufa Bacterioldgica EB1.2 CATECH
Autoclave STERMAX SKU: 75 AVAS

Fonte: autor.

4.1.2 Coleta e preparo do Stigma maydis

O Stigma maydis in natura foi adquirido em dezembro de 2018 no mercado

central, em Fortaleza, Cear4, Brasil junto aos comerciantes de milho. O Stigma maydis

in natura passou por um processo de higienizagdo onde o mesmo foi imerso em uma

solucdo de hipoclorito de sédio 5% por dez minutos e em seguida uma segunda

lavagem foi realizada com agua destilada para remocéo total dos residuos, esse

processo foi realizado repetidas vezes até que a agua se tornasse sem residuos

sélidos. Apo6s a lavagem, o Stigma maydis foi deixado em temperatura ambiente para

secagem natural por 24h. A Figura 2 abaixo apresenta um fluxograma dos processos

de lavagens e secagem a temperatura ambiente do Stigma maydis.
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FIGURA 2 - Lavagem do Stigma maydis e secagem a temperatura ambiente

Cabelo de milho
(18 9)

1. Imerséao do cabelo de milho em solugao
de hipoclorito de sddio 5% por dez minutos

Solugdo aquosa Cabelo de milho

Desprezada
2. 12 Lavagem com agua destilada
3. 2% Lavagem com agua destilada
4. 3% Lavagem com agua destilada

Cabelo de milho Solugéo aquosa

Desprezada

5. Secagem a temperatura ambiente
Durante 24 horas

Cabelo de milho

Fonte: autor.

4.1.3 Determinacdo da capacidade absortiva do Stigma maydis em agua dureza

Trés amostras de Stigma maydis foram pesadas (1,59 3,0 g e 6,0 g) e imersas
em trés diferentes béqueres contendo 200 mL de solug¢édo padrao de célcio e magnésio
na concentracdo de 440,39 mg/L, durante 24 horas. Apo6s isso, foi medido a sua
condutividade e o pH da solucdo. Realizou-se a retirada de aliquotas de 10 mL de
cada amostra onde foi titulada com uma solu¢do padrdo de Acido Etilenodiamino
Tetra-Acético (EDTA). Este mesmo procedimento de titulagdo, medicdo da
condutividade e pH foram realizados nos tempos de 48 e 72 horas.

Todos os procedimentos foram realizados em triplicatas, incluindo um branco,
ao qual ndo continham o Stigma maydis, para efeito de compara¢éo. Calculou-se a

dureza total de agua utilizando a equagéo 1:

D = (“ERratlbraiieacon) 1000 (Equagdo 1).
agua
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4.1.4 Extracdo do 6leo do Stigma maydis ou (Obtencéo dos Extratos Hexanico e
Etandlico)

Apbs o processo de secagem do Stigma maydis, pesou-se 18 g do material
para extragcdo com hexano P.A e etanol P.A. As amostras pesadas foram imersas nos

solventes por 24 horas, como representado na Figura 3.

FIGURA 3 - Imerséo de Stigma maydis nos solventes durante 24 horas.

Fonte: autor.

Passadas as 24h as amostras foram depositadas em um baldo de fundo
redondo e acoplado ao evaporador rotativo para a extracdo do Oleo. Para cada
solvente a temperatura foi ajustada de acordo com o ponto de ebulicdo como no
sistema representado pela Figura 4. Para o hexano ajustou-se em 68°C, ja para o
etanol temperatura foi 78,37°C.

O solvente liberado da extrac&o ao atingir o ponto de ebulicdo, entra em contato
com a parede fria do condensador acoplado ao aparelho possibilitando recuperacéo

do solvente podendo assim ser utilizando em outros processos.
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FIGURA 4 - Representa o processo extragdo do Stigma maydis.

Fonte: autor.

Evaporador Rotativo. Modelo 801/802: (A) Entrada para sonda de temperatura, (B) Condensador, (C)
Vidro de vélvula, (D) Controle de rotacdo, (E) Motor, (F) Baldo de condensacdo, (G) Baldo de
evaporacao, (H) Banho de aquecimento, (I) Controle de temperatura, (J) Controle da altura.

O 6leo extraido foi coletado do baldo e filtrado com algodao e sulfato de sodio
anidro P.A. Pesou-se cada um dos O6leos extraidos e calculou-se o rendimento
percentual utilizando a equacéo 2. O extrato foi armazenado em local adequado para

ser posteriormente utilizado nos testes.

%R = Mefras+oleo "Mfras seco % 100 (Equa(';éo 2)

Mamostra
Onde:
%R = Rendimento percentual

Merasco+dleo = MASSA de frasco mais oleo
Mfrasco seco = Massa de frasco seco

Mamostra= Massa de amostra
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4.1.5 Testes de Toxidade

Os testes de Toxicidade sédo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever
os efeitos toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES e FORBES, 1994). Muitos ensaios de toxicidade podem ser
utilizados, como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina, que foi
desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al.,
1982).

Para realizacado deste experimento foi utilizado como referéncia os estudos de
Meyer et al. 1982 e Nascimento, et. al., 1999 com algumas alteragdes. O procedimento

completo esta descrito nos itens a seguir.

4.1.6 Bioensaio com Artemia Salina

Uma solucéo de cloreto de sodio, na concentracdo 30 g/L foi preparada em pH
8. ApoOs o preparo da solugdo um sistema foi montado utilizando-se um béquer de
1750 mL que estarepresentado na Figura 5. Adicionou-se 1500 mL da soluc¢é&o salina
preparada que foi colocada no sistema

Posteriormente foram adicionados cerca de 50 mg de cistos de Artemia salina
com cuidado ao recipiente que continha a solugcéo salina. Para isso, uma lampada de
led de 5 W foi posicionada sob o recipiente objetivo de atrair os organismos para
superficie do sistema proporcionando assim melhor visualizacdo dos microcrustaceos

A temperatura foi monitorada por meio de um termémetro digital, ficando entre
28 °C e 30 °C. Todo o recipiente foi envolvido com papel aluminio para auxiliar na
ecloséo dos cistos. As Artemias escolhidas para posterior utilizagdo no estudo foram
aguelas que demostraram maior resisténcia, uniformidade do tamanho e que foram
atraidos pela luz. Tal escolha visa a homogeneizacdo das condicdes fisicas dos
organismos-testes. O periodo de incubacéo para estes organismos foi em torno de 48
horas, porém evidenciamos a presenca dos microcrustaceos ja nas primeiras 24

horas.
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FIGURA 5 - Sistema desenvolvido para eclos&o dos cistos da Artemia salina

Fonte: autor

4.1.7 Preparacao das amostras com Artemia salina

Apo6s a eclosédo dos nauplios, foram retirados do sistema representado na
Figura 4, aqueles que apresentacdo movimentagao continua e um tamanho uniforme.
Eles foram capturados com uma pipeta de Pasteur e transferidos para 12 tubos de
ensaio, de modo que contivessem 10 Artemias salinas em cada tubo. Nos tubos
estavam contidos 4 mL da mesma solucdo salina preparada e 2 mL do extrato
etandlico ou hexanico em diferentes concentracbes, como mostra a Tabela 3. Os
testes foram realizados em duplicata para cada concentracdo de extrato/composto

desta andlise.
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TABELA 3 - Representa as concentragoes.

CONCENTRACOES
Branco 0,000 mg/mL
12 1,000 mg/mL
22 0,500 mg/mL
32 0,250 mg/mL
42 0,125 mg/mL
52 0,062 mg/mL
62 0,031 mg/ml

Fonte: autor.

4.1.8 Contagem das Artemia salina

A contagem deste ensaio bioldgico foi feita mediante as primeiras 24 e 48 horas
apos pipetagem das larvas nos tubos de ensaio. Neste estudo foram considerados o0s
nauplios vivos todos aqueles que apresentavam movimentos no interior do tubo e
mediante atracdo pela luz, e mortas aquelas que se encontrava no fundo dos tubos
sem qualquer movimento. Utilizamos uma lupa de aumento para melhor visualizacéo

e contagem. Os resultados foram organizados em planilha de Origin.

4.2 Teste antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da captura de radicais livres
com o teste de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Para realizacdo deste
procedimento foi utilizado como referéncias os estudos de (MENSOR, L. L, et., al 2001
e SOUSA, et al., 2007) com algumas adaptacodes.

A metodologia para atividade antioxidante se baseia na medida de extingdo da
adsorcdo do radical. Figura 6 representa o processo de captura de DPPH por
antioxidante, produzindo um decréscimo de coloracdo nos tubos com o aumento da
concentracdo. Para a realizacdo deste experimento o extrato hexanico e etandlico do
6leo do Stigma maydis foi diluido em 2 mL de metanol, em varias concentracfes
diferentes, como representado na Tabela 4. Com excecdo da amostra branco, onde

foi colocada somente o DPPH e Metanol.
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FIGURA 6 - Captura do DPPH por antioxidante

Extrato etan(')lico

Fonte: autor

TABELA 4 - Concentracdo das solu¢fes do extrato hexanico 6leo de Stigma maydis
utilizado no teste de DPPH.

DILUICOES
Branco 0,000 mg/mL
12 1,000 mg/mL
22 0,500 mg/mL
32 0,250 mg/mL
42 0,125 mg/mL
5a 0,062 mg/mL
62 0,031 mg/mL

Fonte: autor.

A adicéo do DPPH foi realizada na auséncia de luz, esperou-se por 30 minutos
para que a solucéo reagisse. Apos isso, foi efetuada a leitura no espectrofotdbmetro
PG Instruments Ltda a 520 nm.

Os valores medidos da absorbancia das concentracdes dos extratos foram

convertidos em percentagem inibitéria através da equacao 3.

% de inibigdo = (1 — Zamestra”Abrancoysi 0 (Equag&o 3).

Acontrole
Onde:
Agmostra = Absorvancia da solugdo com DPPH
Apranco = Absorvancia da solugdo de DPPH sem a amostra.

Acontrole = Absorbancia do controle
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Através dos resultados obtidos na equacéo 3, tornou-se possivel a realizacao
da curva da atividade antioxidante em funcéo das concentra¢cdes do extrato de Stigma
maydis representados nos Gréficos 5 e 6, apés isso, determinou-se a concentracao
necessaria do 6leo para capturar 50% do radical livre DPPH (ICso) por analise de

regressao linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.3 Testes da Atividade Antibacteriana pelo Método da Difusdo em Disco

As cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli utilizadas neste trabalho
foram cedidas gentiimente pelo Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado
(LAMAP) da Universidade Federal do Ceara — UFC

4.3.1 Antibiograma

A atividade antibacteriana do 6leo fixo e do controle foi avaliada utilizando-se o
meétodo de difusdo em disco recomendado pela (CLSI, 2008). Todos os materiais

utilizados neste teste foram previamente autoclavados.

4.3.2 Preparo do inoculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em Agar Mueller Hinton, e, apGs 48
horas de incubacéao a 35 °C procedeu-se a diluicao até a obtencao de uma suspensao

padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (108 microrganismos ml/L).

4.3.3 Semeadura das placas

O inoculo de 0,1 mL de cada cultura bacteriana foi semeado com swab estéril
na superficie das placas contendo Agar Mueller Hinton solidificado, e sobre a mesma
foram aderidos, com auxilio de uma pinga previamente flambada, pequenos discos de
papel de filtro com 6 mm de diametro impregnados, individualmente, concentragcdes
de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 do dleo fixo, sendo pressionados levemente sobre a
superficie do meio. As placas foram entdo incubadas a 35°C por 48 horas em uma
estufa bacteriolégica, e a leitura dos halos de inibicdo foram feitas com a utilizagéo de

uma régua milimétrica.
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4.4 preparacdes de solucgdes

4.4.1 Preparacdo de uma Solucédo Padrdo, contendo célcio e magnésio (Agua
Dura)
Através da equacdo 4, foi possivel determinar a massa necessdaria para

preparar 1000 mL da agua dura. Em dois béqueres de 100 mL foram pesados 0,7336
g e 1,6722 g de cloreto de célcio di-hidratado (CaCl2.2H20) e cloreto de magnésio
hexa-hidratado (MgCl2.6H20). Depois foi adicionado aproximadamente 50 mL de agua
destilada nos dois béqueres e transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000 mL e
aferiu o volume com &gua destilada e homogeneizou-se a solugdo. A solucéo

preparada foi transferida para um frasco e rotulou o0 mesmo.

4.4.2 Preparo da Solugcao Padrao de EDTA

Através da equacdao 4 foi possivel determinar a massa necessaria para preparar
1000 mL da solu¢éo padréo de EDTA 0,01M.

m ~
M = TR (Equacéo 4)

Onde:

M = molaridade

m = massa do soluto, em gramas
MM = massa molar do soluto

V = volume da solucéo em litros.

Em uma placa de petri, foi pesado 4,23 g de etilenodiaminotretacetico dissédico
hidratado (Na2H2C10H1208N2.2H20) e em seguida este material foi colocado na estufa
a 70 a 80°C por 2 horas para remocédo da humidade. Na sequéncia o material foi
levado a um dessecador para resfriamento. Ap6s o esfriamento o sal foi pesado em
um béquer de 100 mL e a massa de 3,723 g foi registrada.

O sal pesado foi dissolvido em de 4gua destilada, aproximadamente 50 mL em
um baldo volumétrico de 1000 ml aferiu-se o volume com agua destilada seguido de
homogeneizac¢éo da solugéo. A solugéo preparada foi transferida para um frasco e foi
rotulada. Depois a solucdo de EDTA preparada foi padronizada com uma solucéo de

carbonato de célcio (CaCOs) de concentracdo previamente conhecida.
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4.2.3 Preparo de solucdo KOH 10%

Para o preparo de uma solucéo pesou-se 10 g de KOH 10 % (m/v) em um
béquer de 50 mL. Em seguida o mesmo foi dissolvido lentamente, devido ao
aquecimento natural da solu¢do, com agua destilada a solucéo foi homogeneizada e
esfriou naturalmente. Na sequéncia a solucéo foi transferida para o baldo volumétrico
de 100 mL para afericdo e homogeneizacdo. A solucdo preparada foi transferida para

um frasco de armazenamento e rotulada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacédo da capacidade absortiva do Stigma maydis

Valores de condutividade elétrica e a média dos resultados de condutividades
medidas em diferentes concentracdes de Stigma maydis imersos em 200 mL de
solucdo padrdo de agua dura de concentracédo 440,39 mg/L, e 0s seus respectivos

valores médios das amostras estéo representados na Tabela 5 e no Grafico 1.

TABELA 5 - Condutividade elétrica das amostras que continham nos Stigma maydis

imersos na solugcao padréo de agua dura.

Amostra* Condutividad Condutividade Condutividade
(mS/cm) apos 24 (mS/cm) apés 48 (mS/cm) apés 72
h Média h Média h Média

A 270 2,70 2,70 2,70 2,72 2,72 2,73 2,73 2,71 2,70 2,72 2,71
B 290 296 296 294 3,04 3,00 3,09 3,04 3,00 3,00 3,02 3,00

C 330 3,36 3,48 3,38 3,60 3,60 3,61 3,60 3,47 3,47 3,47 3,47

* Na solucdo A continham 1,5 gramas de cabelo de milho. No béquer B continham 3 gramas de Stigma
maydis e no béquer C continham 6 gramas de Stigma maydis. ,

Fonte: autor.

Através dos resultados da Tabela 5 foi possivel perceber que a condutividade
aumenta de acordo com o aumento da concentracdo de Stigma maydis, ou seja, a
condutividade é diretamente proporcional a massa. Entre os tempos estudados, 48
horas foi 0 que apresentou maior condutividade. Como pode-se observar no Grafico
1 abaixo. Assim sendo, a tendéncia € que independente da concentracdo o melhor
periodo de tempo foi de 48 horas, pois apds isso a solu¢gdo comega a apresentar um

decaimento significativo na sua condutividade.
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GRAFICO 1 - Condutividade das amostras durante (24, 48 72) horas.
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Fonte: autor.

Na Tabela 6 abaixo estéo representados os valores de pH determinados apés

adicdo do indicador.

TABELA 6 — Representa os trés valores de pH estipulados ap6s adi¢cédo do indicador

murexida.
Amostra* pH apoés 24 h pH apo6s 48 h pH apo6s 72 h
A 12,00 | 11,90 | 12,00 12,00 | 12,00 | 13,00 11,90 | 13,00 | 12,00
B 12,00 | 12,00 | 12,00 13,00 | 12,00 | 12,25 12,00 | 12,35 | 12,25
C 12,00 | 12,00 | 11,90 12,00 | 12,25 | 12,00 12,00 | 12,20 | 13,00

* Na solucdo A continham 1,5 gramas de cabelo de milho. No béquer B continham 3 gramas de Stigma
maydis e no béquer C continham 6 gramas de Stigma maydis.
Fonte: autor.

As trés amostras foram tituladas com uma solugcdo aquosa de EDTA

0,011mol/L, utilizando Murexida como indicador especifico para titulacdo de célcio e
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magneésio, ajustando o pH da solugdo entre 11,90 a 13. (BACCAN et al.,, 2001).
Segundo Skoog (2014), ao deixar a solucdo alcalina permite que o EDTA fique
completamente desprotonado fazendo seis ligacfes com os cations através dos seus
grupos carboxilicos e dos dois atomos de nitrogénio. Entre os complexos formados
durante a titulacdo, o complexo de calcio-EDTA e magnésio-EDTA sao mais estaveis
do que os outros cétions (AI**, Cu?* e Fe?") que sdo camuflados antes da complexac&o
e também por ser tdo baixas que nao interferéncia. A Tabela 7 representa médias dos

volumes gastos de EDTA feito em triplicata.

TABELA 7- Resultados obtidos na titulagdo com EDTA das amostras que continham
nos Stigma maydis imersos na solu¢cdo padrédo de agua dura e da amostra em branco.

Amostra* Médiado volume Média do volume Média do volume
gasto de EDTA gasto de EDTA gasto de EDTA
apés 24 h apés 48 h ap6s 72 h
A 3,53 3,23 3,33
B 3,00 2,86 2,86
C 2,36 2,20 2,46
Branco 4,20 4,20 4,20

* Na solugdo A continham 1,5 gramas de cabelo de milho. No béquer B continham 3 gramas de Stigma
maydis e no béquer C continham 6 gramas de Stigma maydis.

Fonte: autor.

De acordo com os dados da Tabela 7, percebeu-se que amostra A, em todos
os intervalos de tempo estudados foi o que mais gastou volume de EDTA durante a
titulacdo, enquanto que, amostra C foi o que consumiu menor volume de EDTA no
mesmo processo. Para todas as amostras e para todos os intervalos de tempo, 48
horas apresentou o menor volume gasto de EDTA. As médias dos volumes de EDTA
gastos nas titulagbes, representados na Tabela 7, juntamente com a equacao 4
tornou-se possivel a determinacdo das concentracdes de cada amostra em cada

tempo estudado, as quase estdo apresentadas na Tabela 8.
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TABELA 8 - Concentracdo de calcio e magnésio das amostras contendo Stigma

maydis imersos na solucdo padréo de agua dura e da amostra em branco.

Amostra []de Ca*? e Mg*? []de Ca*?e Mg*? []deCa*?e Mg*?
(mg/L) 24h (mg/L) 48h (mg/L) 72h
A 388,64 355,61 366,62
B 330,29 314,88 314,88
C 270,84 242,21 259,83
Agua dura 440,39 440,39 440,39

Fonte: autor.

De acordo com os resultados apresentados no Gréfico 2, pode-se perceber que
em todas concentragcOes estudadas o Stigma maydis apresentou a propriedade de
adsorcao dos metais, sendo que o que apresentou melhor adsorcéo foi amostra que
contém maior quantidade de Stigma maydis com o tempo de 48 horas. No entanto,
pode-se observar que, apos 24 horas ndo houve mudancas significativas na adsor¢ao
dos metais indicando que possivelmente o tempo 6timo de adsorcdo do Stigma
maydis esta entre o intervalo de 0 e 24 horas. Sendo que, a natureza fisico-quimica
do adsorvente é fator determinante, pois a capacidade e a taxa de adsorcao
dependem da area superficial especifica, volume especifico de pores, distribuicdo do
tamanho de poros grupos funcionais presentes na superficie do adsorvente e da
natureza do material precursor (DOMINGUES, 2005). Ainda, de acordo com
DOMINGUES, (2005) outra caracteristica de forte influéncia é a polaridade do

adsorvato, sendo que, a espécie polar tera mais afinidade para o adsorvente.
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GRAFICO 2- Representa a capacidade adsortiva de Stigma maydis em cada tempo
estudado. 500

Il Amostra A
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Fonte: autor.

5.2 Extratos obtidos do Stigma maydis

Os extratos obtidos s&o apresentados na Figura 7. O procedimento utilizado
para a extracdo de 6leo do Stigma maydis foi 0 método de extracdo por solventes
organicos utilizando rotoevaporacdo, que € comumente utilizado por inumeros
laboratérios de pesquisa de todo o Brasil. Para extracao utilizou-se solventes tais
como Hexano P.A e Etanol P.A. Pesou-se dezoito gramas de Stigma maydis,
previamente tratada com solucdo de hipoclorito de soédio 5%, agua destilada e a
secagem a temperatura ambiente por 24 horas. Os materiais foram imersos nos

solventes por 24 horas depois filtrado. Como representado na Figura 7.

FIGURA 7 - (a) Extrato Etandlico e (b) Extrato Hexanico do Stigma maydis apoés

imerséo por 24 horas
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Fonte: Autor.

Apbs 24 horas de imersdo nos solventes, os extratos foram levados ao
rotoevaporador para a retirada dos solventes e coleta do 6leo no extrato hexanico. O
extrato etandlico demorou aproximadamente 4 horas para extrair todo solvente,
enquanto que, o extrato hexanico demorou cerca 3 horas. Como o ponto de ebuligéo
do etanol é 78,37 °C e 0 do hexano é 68 °C, o extrato hexanico demorou menos tempo
do que o extrato etandlico. O 6leo extraido do extrato etandlico apresentou um maior
rendimento e uma coloracdo amarelada intensa. Em contraposi¢éo, o extrato hexanico
apresentou menor rendimento e coloragao pouco amarelada.

Como o extrato hexanico foi obtido uma pequena quantidade do 6leo fixo de
Stigma maydis em comparacdo com o do extrato etandlico, no qual massa do 6leo

obtida do extrato etandlico e extrato hexanico, estdo mostrados na Tabela 9.

TABELA 9 - Representa massa do frasco seco, massa de frasco mais 6leo, massa

do 6leo obtido e o rendimento percentual.

massafrasco seco massafrasco+(’)leo massQgieo obtido %R
Extrato 16,3475 19,4604 3,1129 18,31
hexanico
Extrato 16,3479 29,9576 13,6097 80,05
etandlico

Fonte: autor.

O rendimento foi determinado através da equacao 2, no qual foi obtido 80,05%
de rendimento do 6leo fixo com o extrato etandlico, sendo considerado rendimento
muito bom. E foi obtido 18,31% de rendimento do 6leo fixo com o extrato hexanico,
sendo apontado como um rendimento razoavel. Apés isso, 6leos foram conservados

para os demais testes: toxicidade e antioxidante.

5.3 Teste de toxicidade

Os resultados de mortalidade das Artemias salinas obtidas com o extrato
etandlico apos a contagem 24 horas e 48 horas estédo representado na tabela 10 e a
tabela 11, mostram os resultados de mortalidade das Artemias salinas obtidas com o

extrato hexanico apos a contagem 24 horas e 48 horas.
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A partir das andlises de toxicidade tornou-se possivel a determinacdo da
percentagem de nauplios de Artemias salinas mortos assim, determinar CLso, que € a
concentracdo necessdria para matar 50% da populacdo das amostras (Artemias
salinas).

O critério de classificacéo do 6leo frente a Artemia salina com base nos valores
das DLso foi estabelecido por Donabela (1997), sendo definido como DLso < 80 pg/mL,
o produto é altamente toxico; DLso entre 80 a 250 ug/mL, o produto € moderadamente
toxico e DLso = 250 pg/mL, o produto € levemente téxico ou atéxico (MEYER et al.,
1982) utilizam o critério de avaliagdo em que considera a amostra toxica ou ativa as
que apresentarem DLso < 1000 pyg/mL e amostras atdxicas ou inativas as que

apresentarem DLso > 1000 pg/mL.

TABELA 10 - Mortalidade das Artemias salinas com Extrato Etandlico, com o tempo
de 24 horas a 48 horas.

Mortalidade das Artemias salinas com Extrato etandélico

Artemias salinas Artemias salinas
Mortas Mortas
24 horas Média 48 horas Média
24h 48h
Concentracdées Tubol Tubo?2 Tubo 1 Tubo 2

1,000 mg/mL 7 7 7 10 10 10
0,500 mg/mL 5 5 5 7 6 6,5
0,250 mg/mL 4 5 4,5 6 5 55
0,125 mg/mL 3 4 3,5 4 5 4,5
0,062 mg/mL 2 2 2 4 3 3,5
0,031 mg/mL 1 1 1 2 2 2
Branco 0 0 0 2 0 2

Fonte: autor.

A Tabela 11 abaixo retrata a mortalidades das Artemias salinas com o Extrato

Hexanico apos a contagem durante 24 e 48 horas.
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TABELA 11 - Mortalidade das Artemias salinas com Extrato Hexanico, com o tempo

de 24 horas a 48 horas.

Mortalidade das Artemias salinas com Extrato hexanico

Artemias salinas Artemias
Mortas salinas Mortas
24 horas Média 48 horas Média 48h
24h
Concentracdes Tubol Tubo?2 Tubo Tubo 2
1
1,000 mg/mL 8 8 8 10 10 10
0,500 mg/mL 7 7 7 9 9 9
0,250 mg/mL 6 6 6 8 8 8
0,125 mg/mL 6 4 5 7 8 7,5
0,062 mg/mL 4 5 4,5 7 6 6,5
0,031 mg/mL 5 3 4 5 6 5,5
Branco 1 1 1 2 1 15

Fonte: autor.

Consoante aos dados tabelados, foi executado a construcéo de um grafico que

expusesse com maior clareza os resultados obtidos e assim fosse possivel analisar

graficamente todos os dados obtidos apo0s os calculos executados. O grafico 4

explicita os dados supracitados na Tabela 10, e o gréfico 5 explicita os dados

supracitados na Tabela 11.

GRAFICO 3 - Percentagem das Artemias salinas mortas em diferentes

concentracfes, com extrato etanolico, com o tempo de 24 horas a 48 horas.

100

Amostra apos 24h
Amostra apés 48h

80 —

Y =77,3132logC + 37,1685

R?= 0,9889
60

40 -

Mortalidade (%)

Y = 67,0506l0gC + 38,4488
R’= 0,9737

20 H

0,1

Loa Concentracdo (ma/mL)

Fonte: autor.
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GRAFICO 4 - Percentagem das Artemias salinas mortas em diferentes

concentragfes, com extrato hexanico, com o tempo de 24 horas a 48 horas.
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Fonte: autor.

De acordo com o comportamento dos gréficos 3 e 4, foi possivel concluir que a
mortalidades das Artemias salinas em 24 horas a 48 horas, aumenta linearmente
conforme o aumento da concentracdo. Da mesma forma, foi percebido também que,
guando menor € a concentracdo do Oleo de Stigma maydis utilizado menor é a
mortalidades das Artemias salinas.

Em todos os gréficos analisados, maior mortalidade se houve apds 48 horas.
Para melhor processamento dos dadas nos graficos foi empregado a escala
logaritmica nas anélises dos dados. A Tabela 12 a seguir, mostra a correlacéo e o R?

dos dois graficos 3 e 4 representado acima.

TABELA 12 - Representacido da correlagcdo e o R? apresentados nos gréaficos 3 e 4,
apos 24 horas e 48 horas.

Correlacio R? Correlacio R?

Extrato 38,4488 + 67,0506XlogS, 0,9737 37,1685+ 77,3132Xlog¢, 0,9885
etanolico

Extrato 27,4306 + 77,9878Xlogf, 0,9738 29,3236 + 99,4017Xlog{, 0,9917
hexanico
Fonte: autor.

Com os dados de correlacdo da Tabela 12, tornou-se possivel terminar a

concentracdo letal CLso, necesséaria para matar 50% de populacdo das Artemias
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salinas em 24 horas e 48 horas. Na tabela 13 abaixo, estédo representados CLso de

Oleo de Stigma maydis em cada hora estudada.

TABELA 13 - Representacdo da concentracao letal CLso, de 6leo de cabelo de milho

nos dois extratos em cada tempo estudada.

CLso em mg/mL (24h) CLso em mg/mL (48h)
Extrato etandlico 1,4868 1,4654
Extrato hexanico 1,9471 1,6143

Fonte: autor.

Mediante o calculo CLso representada na Tabela 13, percebeu-se que, em 0s
tempos estudados do extrato hexanico apresenta CLso maior do que do extrato
etandlico do Stigma maydis.

Como séo considerados toxicos todas as substancias que apresentam valores
de CLs0<1000 pg/mL em Artemias salinas (MEYER et al., 1982). Portanto o CLso para
todos os 6leos de Stigma maydis e para todas as concentragdes estudados néo
apresenta a toxidade frente as Artemias salinas. Visto o CLso em todos os extratos e
em todos tempos estudados, as concentra¢cfes sao maiores que 1000 pg/mL. Como

pode ver na Tabela 14.

TABELA 14 - Representacdo da concentracao letal CLso, em pg/mL de 6leo de

Artemias salinas nos dois extratos em cada tempo estudada.

CLsoem pg/mL, (24h) CLso em pg/mL, (24h)
Extrato etandlico 1486,8 1465.,4
Extrato hexanico 1947,1 1614,3

Fonte: autor.

5.4 Teste antioxidante

Os resultados encontrados dos dois extratos de 6leo de Stigma maydis perante
o teste para atividade antioxidante.

Nesta perspectiva, fez-se necesséario fazer um tratamento estatistico com todos
os dados coletados acerca da atividade antioxidante para fazer possiveis verificacdes

sobre o percentual de inibichio do DPPH e em que concentracdo seria maior o
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sequestro do radical livre DPPH. A seguir exibe-se a Tabela 15, que contém todos 0s

dados sobre a atividade antioxidante.

TABELA 15 - Representa concentracdo mg/mL e pg/mL, percentagem de inibitoria e

a absorbancias do extrato hexanico

Concentracdgo  Com. %Inib. Abs. Abs.
(mg/mL) (ug/mL) X y z XY,z
1,000 1000 27,4 0,302 0,302 0,301 0,302
0,500 500 25,7 0,308 0,309 0,309 0,309
0,250 250 19,0 0,337 0,337 0,337 0,337
0,125 125 15,1 0,353 0,353 0,354 0,353
0,062 65 11,8 0,365 0,367 0,367 0,366
0,031 32,5 2,4 0,405 0,407 0,406 0,406
DPPH 0 0,416 0,416 0,416 0,416

Fonte autor.

Consoante aos dados tabelados foi executado a construgao de um grafico que
expde com maior clareza os resultados obtidos e sendo possivel analisar graficamente
todos os dados obtidos apos os céalculos executados. O grafico 5 explicita os dados
supracitados na Tabela 15.

GRAFICO 5 - Mostra percentagem de inibitéria do DPPH e o logaritmo da

concentracao hexanico.
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Fonte: autor.

Doravante, para fazer comparacdes foram feitos novos ensaios para identificar
a atividade antioxidante do composto em um extrato etandlico. Destaca-se que 0s
dados expostos anteriormente foram obtidos em analises com extrato hexanico. Assim
sendo a Tabela 16, possibilita a melhor visualizagéo dos dados coletados nas analises

com o extrato etandlico.

TABELA 16 - Representa concentracdo mg/mL e pg/mL, percentagem de inibitoria e

a absorbancias do extrato etanolico.

Concentracao Com. %Inib. Abs. Abs.
(mg/mL) (ug/mL) X y z X,y,Z
1,000 1000 27,1 0,220 0,221 0,221 0,221
0,500 500 22,4 0,235 0,235 0,234 0,235
0,250 250 17,2 0,250 0,251 0,251 0,251
0,125 125 12,9 0,265 0,265 0,263 0,264
0,062 65 59 0,285 0,285 0,286 0,285
0,031 32,5 1,3 0,299 0,298 0,299 0,299
DPPH 0 0,303 0,303 0,303 0,303

Fonte: autor.

No seguinte, foi construido novamente um grafico que facilitasse a visualizagéo
dos dados coletados acerca das analises realizadas com o extrato etandlico. Assim

sendo, exibe-se o0 Grafico 6, que expde todos os dados coletados.



58

GRAFICO 6 - Mostra percentagem de inibitoria do DPPH e o logaritmo da

concentracdo do extrato etandlico.
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Fonte: autor.

Deste modo foi possivel concluir que ambos extratos apresentam percentuais
de inibicdo verossimeis, entretanto o extrato hexanico possui acdo antioxidante de
27,4% na concentracdo de 1000 pg/mL, ja o extrato etandlico apresenta o percentual
de acdo antioxidante de aproximadamente 27,1% Embora sejam valores proximos
podemos identificar que o fator de inibicdo do extrato hexanico € maior.

Nas concentracdes analisadas, o extrato hexanico possui 0 valor maximo de
absorbancia 0,406% na concentracdo 32,5 pug/mL, enquanto que o extrato etandlico
possui 0 seu maximo de absorbancia 0,299% na concentragao 32,5 pg/mL.

Analisando os dois graficos 5 e 6, foi possivel perceber que quando maior é a
concentracdo maior serd o porcentual de inibicdo. Segundo Alves, et al. (2007),
guando maior o consumo de DPPH pela amostra, maior sera a sua atividade
antioxidante. Portanto, de uma forma analoga, quando maior a concentracdo da
amostra menor sera a absorbancia, maior sera o consumo de DPPH.
Respectivamente, foram utilizados a escala logaritmica para melhor processamento

dos dados adquiridos nos graficos 5 e 6, representados na Tabela 18.
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TABELA 17 - Representacio de correlagdo e R? nos gréficos 5 e 6.

Correlagéo R?
Extrato hexanico 14,0496 + 28,2108 X logf, 0,9670
Extrato etandlico 17,5666 + 27,5871 X logf, 0,9937

Fonte: autor.

Consoante aos dados de correlagdo dos graficos representados na tabela 17
foi possivel determinar Concentracao Inibitéria Média (ICso) dos Gleos obtidos a partir
dos dois extratos, 6leo do extrato hexanico mostrado no grafico 6 e 6leo do extrato
etanolico representado no Gréfico 7. O valor de ICsodos dois extratos estdo mostrados

na Tabela 18 abaixo.

TABELA 18 - Retrata os valores de correlacdo e concentracao inibitoria média

Correlacao ICs0o mg/mL
Extrato hexanico 14,0496 + 28,2108 x log$, 18,5624
Extrato etanolico 17,5666 + 27,5871 x log$, 14,9853

Fonte: autor.

Os valores de concentracdo inibitéria média apresentado na Tabela 19, mostra
gue o extrato hexanico, nas concentragdes utilizadas para realizac&o deste trabalho o
valor médio inibitoria do 6leo de Stigma maydis é 18,5624 mg/mL, e o 6leo de Stigma
maydis do extrato etanolico apresenta o valor médio inibitéria igual a 14,9853 mg/mL,
sendo que o extrato hexanico apresenta o valor inibitério maior do que o extrato

etandlico.

5.5 Teste da Atividade Antibacteriana pelo Método da Difusdo em Disco

A atividade antibacteriana do extrato de Stigma maydis testado pelo método da
difusdo em disco em relac&o as cepas de E. coli e S. aureus, estdo apresentadas na
Tabela 19. Para efeito de comparacédo, foram realizados ainda testes de

suscetibilidade de tais bactérias ao seu padrdo como demonstrado na Figura 8.
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FIGURA 8 - Padréo de Halo para Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia
coli ATCC 25922 utilizando discos de Cloranfenicol

Fonte: autor.

FIGURA 9 - atividade antibacteriana dos extratos hexanico e etandlico de Stigma

maydis frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Extrato Hexanico g Extrato Etandlico

Fonte: autor.
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Figura 10 - atividade antibacteriana dos extratos hexanico e etandlico de Stigma
maydis frente a Escherichia coli ATCC 25922

Extrato Hexanico Extrato Etandlico

Fonte: autor.

TABELA 19 - Resultado da Concentracdo Minima Inibitéria dos extratos Hexanico e

Etandlico. (uL/mL).

PADRAO EXTRATO EXTRATO
BACTERIA HEXANICO ETANOLICO
(Didmetro dos halos em milimetros)
Staphylococcus 19 - 23 NI NI
aureus ATCC 25923
Escherichia coli 21 -27 NI NI
ATCC 25922

NI (ndo houve inibigao).

Fonte: autor.

Os testes mostraram que os dois extratos (hexanico e etandlico) de Stigma
maydis ndo possuem acdes antibacterianas contra as espécies (Staphylococcus
aureus e Escherichia coli). O teste da atividade Antimicrobiana pode ser comparado
através do diametro do halo padréo obtido a partir de discos impregnados com o
antibiético Cloranfenicol, o mesmo foi utilizado como grupo controle.

Do mesmo modo como evidenciamos no nosso estudo, varios trabalhos com
extratos metandlico obtidos de espécie Zea mays L também obtiveram resultados

semelhantes com o uso dos extratos etandlicos para testar atividades antibacterianas
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de familia desta espécie. De acordo com Eman, (2011), ao testar atividade
antibacteriana do Stigma maydis utilizando (12,5 25 e 50 mg) de extrato etandlico
frente espécies bacterianas sob investigacdo Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococus
aureus e Straptococus pyogenes. Percebeu que os extratos etandlicos de Stigma

maydis n&o possui atividades antibacterianas.



63
6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesta pesquisa mostraram que o Stigma maydis in
natura possui consideravel potencial na adsorcédo de calcio e magnésio nas solugcdes
aquosas de agua dura e em todos os tempos estudados e em diferentes massas (6,0
3,0 1,5 g) de Stigma maydis, 48 horas é o tempo maximo de adsorcao dos metais na
solucao.

O rendimento percentual foi determinado a partir dos 6leos de extratos, com o
extrato etandlico foi obtido 80,05% de rendimento do 6leo fixo, sendo considerado
rendimento bom e com o extrato hexanico foi obtido 18, 31% de rendimento do 6leo
fixo, visto como um rendimento razoavel.

A avaliacdo de toxicidade com os extratos de Stigma maydis frente ao
microcrustacea Artemia salina, demostrou que o extrato etandlico assim como o
extrato haxanico ndo apresenta toxicidade em todas as concentra¢des testadas frente
as amostras de Artemias salinas, ja que este apresentou 0 CLso> 1000 pg/mL.

Conclui-se que ambos extratos apresentam percentuais de inibicédo
verossimeis, entretanto o extrato hexanico possui um fator de inibicdo de 27,4% na
concentracdo de 1000 pug/mL, ja o extrato etandlico apresenta o percentual de inibicao
de aproximadamente 27,1%. Se for levado em consideracao o desvio padrao dos dois
resultados obtidos, pode-se assumir que o0s resultados s&o iguais, mesmo
apresentando a diferenca percentual de 0,3%.

Constatou-se que os ensaios de inibicdo bacteriana, mostraram que os dois
extratos (hexanico e etandlico) de Stigma maydis testados em diferentes
concentragbes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10, ndo tem acOes antibacterianas frente as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25922 e Escherichia coli ATCC 25923.
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