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Resumo

Com o objetivo de desenvolver potenciais aplicagbes para novos farmacos e aumentar o
conhecimento das propriedades terapéuticas das plantas da familia das Euforbiaceas, foram
efetuados estudos de extracdo com solventes convencionais e fluidos supercriticos em plantas

do género Jatropha, tendo-se obtido diferentes extratos.

As extragOes supercriticas dos compostos de Jatropha gossypiifolia foram realizadas de forma
sequencial em duas etapas, a uma temperatura de 313.15 K e a uma presséo de 300 bar (30
MPa). Utilizaram-se ainda dois co-solventes com o CO:2 supercritico em propor¢éo de 90:10, com

0 intuito de aumentar a polaridade do fluido supercritico.

Os extratos obtidos a partir das folhas da planta em estudo foram analisados e iniciou-se a sua
breve caracterizacdo por GC-MS. Os testes fitoquimicos realizados permitiram detetar as
principais classes de compostos quimicos presentes nos extratos. Foram selecionados alguns

dos extratos e avaliadas as suas capacidades antimicrobiana e antioxidante.

Do estudo fitoquimico preliminar aos extratos das folhas Jatropha foi possivel detetar a presenca
de agucares redutores, saponinas, fendis e taninos, esteroides e terpenos e flavonoides, e nédo

revelou a presenca de glicésidos cardiacos.

Atendendo aos resultados da atividade antioxidante e comparando com o teor de fendis totais,
verificou-se que o extrato que apresentava maior poder antioxidante contem uma maior
concentracdo em compostos fendlicos (Mac. MeOH) demonstrando uma correlagdo entre o teor

de compostos fendlicos e a atividade antioxidante.

Os extratos das folhas da Jatropha apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli e a Bacillus subtilis, uma vez que se verificou inibicdo do seu crescimento, durante os
meétodos de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, mas este efeito esta dependente das

caracteristicas dos microrganismos e da composi¢&o dos extratos.

Foi demonstrado o interesse e importancia de estudos futuros sobre as propriedades dos extratos
de Jatropha gossypiifolia apresentaram, bem como, uma melhor caracterizagéo e identificagdo

dos seus componentes.

Palavras-chave: Jatropha gossypiifolia L; extracdo com solvente; ESC; atividade antioxidante;

atividade antimicrobiana.
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Abstract

The principal aim of this work is to develop potential applications of new drugs and increase the
knowledge of the therapeutic properties of plants of the family of Euphorbiaceae.

Conventional solvent and supercritical fluids extraction were carried out in plants of the genus
Jatropha, obtaining different extracts. The supercritical extracts of Jatropha gossypiifolia L.
compounds were carried out in sequence in two steps, at 313.15 K and a pressure of 300 bar (30
MPa).

Two co-solvents were used with supercritical COz in a ratio of 90:10, in order to increase the
polarity of supercritical fluid. The extracts obtained from the leaves of the plant, were analysed

and a brief characterization by GC-MS were performed.

Phytochemicals classes of chemical compounds present in the extracts were analysed. Some of
the extracts were selected and their ability was assessed antimicrobial and antioxidant activity

The preliminary phytochemical study on extracts of Jatropha gossypiifolia leaves was possible
identify the presence of reducing sugars, saponins, phenols and tannins, terpenes and steroids
and flavonoids, although the cardiac glycosides were not detected. Following the results of
antioxidant activity and compared with the total phenol content of various extracts, it was found
that the extract which featured greater antioxidant potency contains a greater concentration of
phenolic compounds (Mac. MeOH) demonstrating a correlation between the content of phenolic
compounds and antioxidant activity.

Extracts from the leaves of Jatropha gossypiifolia showed antimicrobial activity against
Escherichia coli and Bacillus subtilis, since it was found its growth inhibition, during the disk
diffusion methods and microdiluition, but this effect is dependent on the characteristics of

microorganisms and the composition of the extracts.

It was demonstrated the interest and importance of future studies on these properties of extracts

of Jatropha gossypiifolia as well as a better characterization and identification of its components.

Key-words: Jatropha gossypiifolia L; solvent extraction; SFE; antioxidant activity; antimicrobial
activity.
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1 Objetivos

Este trabalho pretende:

i) Recolha e processamento de plantas do género Jatropha;

ii) Obtencao de extratos utilizando diversas técnicas de extracao;

iii) Caracterizacdo dos extratos através de testes fitoquimicos qualitativos para

identificacdo de familia de compostos, da planta em estudo;
iv) ldentificacdo prévia dos principais compostos presentes dos extratos por GC-MS;

iif) Avaliacdo da capacidade antimicrobiana e antioxidante.

Espera-se com este trabalho potenciar as aplicacbes dos extratos da Jatropha
gossypiifolia, assim como o desenvolvimento de novos farmacos e aumentar o

conhecimento das propriedades medicinais de plantas da familia das Euforbiaceas.






2 Introducéo

Nos ultimos anos, diversas plantas medicinais tém sido utilizadas no combate de
doencas tropicais, infeciosas e terminais. Segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 60% dos casos de febre em criancas possivelmente relacionados com a
malaria, em alguns paises africanos, séo tratados com ervas medicinais; além disso,
nalguns paises em desenvolvimento os pacientes com VIH usam medicamentos
tradicionais para o alivio e combate de infecdes; 89% dos pacientes que surgem no

Brasil com cancro usam medicina tradicional como forma de tratamento.

Sensivelmente 25% dos farmacos produzidos sé&o derivados, direta ou indiretamente,
de plantas medicinais. Contudo, é necessario um estudo mais aprofundado destas
plantas, devido aos seus potenciais riscos para a salde humana (Robinson & Zhang,
2011).

O género Jatropha possui inimeras espécies que sdo usadas como plantas medicinais,
séo fontes promissoras para a producdo de novos farmacos e potenciais agentes de
controlo biolégico. De acordo com Devappa et al. (2010) e citado por Sabandar et al.
(2013), os estudos efetuados aos extratos provenientes dos constituintes das plantas
deste género (caule, semente, fruto, folha, raiz e fruto) permitiram o isolamento de varios
compostos bioativos, como por exemplo os diterpenos, que apresentam uma forte
atividade anti-malarica, anticancerigena, anti-tumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana,

inseticida e moluscicidas.

Mais especificamente, em relacdo a espécie Jatropha gossypiifolia, Ogundare et al.
(2007) e Seth & Sarin (2010) mostraram que os extratos de folhas desta mesma espécie
permitiram a inibicdo do crescimento de certos fungos e bactérias, o que pode estar
relacionado com o facto da mesma apresentar um grande nimero de constituintes
quimicos que podem ser responsaveis por muitas atividades farmacoldgicas. Existem
outras partes desta planta que também apresentam propriedades medicinais. Panda, et
al., (2009) identificaram propriedades anti-inflamatdrias e significativamente analgésicas
no extrato de certas partes aéreas, dependendo da dose, por administracdo oral em
animais saudaveis. Apu, et al. (2013), verificaram que o extrato de metanol provindo das
frutas desta planta apresentam uma significativa atividade neuro-farmacoldgica,
antidiarreica e analgésica. Contudo, sdo necessarios mais estudos para isolar e
identificar os principios ativos responséveis por estas atividades e 0s seus mecanismos
de acdo. A avaliacdo das propriedades pesticidas de J. gossypiifolia foi realizada por

Bullangpoti et al. (2011) através da determinag&o da atividade inseticida do extrato das



folhas desta espécie, obtido com acetato de etilo. Os resultados evidenciaram a
capacidade de J. gossypiifolia no controlo de pragas de Spodoptera exigua, sendo esta

uma alternativa a utiliza¢do de inseticidas quimicos.

O género Jatropha também é usado para fins ornamentais e energéticos (Sabandar, et
al., 2013). Segundo Devappa et al., (2010a), durante as ultimas duas décadas, foram
realizados varios projetos para a producédo de dleo de Jatropha, que pode ser usado
como matéria-prima para a producédo de biodiesel. O estudo levado a cabo por Oliveira
et al. (2009) verificou que as propriedades fisico-quimicas desta espécie permitem a
producdo de biodiesel aceitavel para uso em motores a diesel, mostrando ser uma

matéria-prima de potencial exploracdo econémica em regides semiaridas.

Assim, € importante o estudo e investigacao de extratos, bem como a andlise dos
componentes provenientes desta planta, para que se possa desenvolver e explorar o
seu potencial fitoquimico, farmacoldgico, agrotdxico e energético (Devappa, et al., 2010;

Devappa, et al., 2010a).



3 Revisédo da Literatura
3.1 Plantas medicinais e as suas aplicacdes

Historicamente, o homem tem vindo a utilizar as plantas medicinais simultaneamente
com a Medicina Tradicional como recurso terapéutico no tratamento e prevencao de
varias doencas (Fabricant & Farnsworth, 2001; Okigbo, et al., 2009).

A Medicina Tradicional refere-se a qualquer pratica médica néo ocidental (Fabricant &
Farnsworth, 2001) e consiste em diferentes abordagens, conhecimentos e crencas
(Kayombo, et al, 2012) relativamente a salde, associados a medicamentos
fitoterapicos, preparacdes medicinais a base de plantas e ervas (na forma simples, ou
seja, partes ativas da planta ou outros materiais vegetais, ou na forma mais complexa
através infusfes, cataplasmas, extratos em bruto ou combinagé&o de ambas), e podem
também incluir partes de animais e minerais. Assim apoiam, previnem e melhoram a

saude humana (Robinson & Zhang, 2011).

Esta pratica de saude € milenar, estd dependente do contexto sociocultural de uma
comunidade e pode ser diferente de comunidade para comunidade (Okigbo, et al.,
2009). Por vezes, as plantas utilizadas e informacdes sdo mantidas em segredo,
havendo muitos poucos dados registados (Fabricant & Farnsworth, 2001). Contudo, a
Medicina Tradicional Chinesa (MTC), com mais de 2500 anos, é um sistema mais
definido e organizado e que tem sido utilizado com sucesso para diagnosticar, tratar e

prevenir doencas (Fabricant & Farnsworth, 2001; Robinson & Zhang, 2011).

Estas técnicas continuam a ser usadas em todos os paises do mundo, em que cerca de
70% a 95% dos habitantes dos paises em desenvolvimento, “principalmente, na Asia,
Africa, América Latina e Médio Oriente”, utilizam-na para os cuidados de salde
primarios, como apoio aos medicamentos tradicionais. Em alguns paises desenvolvidos,
0 uso de medicacdo tradicional é igualmente significativa, sendo cada vez mais
utilizados no tratamento, prevencdo e manutencdo da saude pessoal, pois oferece
beneficios terapéuticos e de tratamento mais acessiveis (Okigbo, et al., 2009; Robinson
& Zhang, 2011).

E dificil estimar um valor econémico relativamente ao mercado das plantas medicinais
e medicamentos tradicionais. Contudo entre os paises Europeus, o valor das vendas
em 2003 foi estimado em 3.7 bilides de euros. Este montante foi baseado em fabricantes
e grossistas, ndo representando o custo real para o usuério final. Tendo o mesmo

principio para o célculo adjacente, o mercado mundial destes produtos foi estimado em



61.4 bilibes de euros em 2008, com uma taxa de crescimento exponencial nos anos
seguintes (Robinson & Zhang, 2011). Este facto estda relacionado com o
desenvolvimento de varios medicamentos, farmacos e quimioterapicos a partir destas
plantas (Okigbo, et al., 2009).

As plantas medicinais podem ser caraterizadas de duas formas: plantas cujas
propriedades terapéuticas e 0s seus constituintes foram estabelecidas cientificamente,
e plantas que sao consideradas medicinais, mas que ainda n&o foram submetidas a
investigacao detalhada (Okigbo, et al., 2009). Assim, de acordo com a OMS, citado por
Okigbo et al. (2009), uma planta medicinal € qualquer planta que apresente num ou em
mais dos seus 6rgdos substancias que possam ser utilizadas para fins terapéuticos ou

gue possam ser precursoras para a sintese de novos farmacos.

O termo “herbal drug” (medicamentos a base de plantas) é aplicado quando uma parte
ou partes da planta s&o utilizadas para a preparacao de medicamentos, nomeadamente,
folhas, flores, sementes, raizes, cascas, caules (Okigbo, et al., 2009). Estas podem ser
submetidas a extragdo, fracionamento, purificagdo, concentragdo ou outros processos
fisicos ou biologicos para a sua utilizacdo direta (estado bruto) ou como intermediario
de produtos a base de plantas (formulac¢des farmacéuticas) (Okigbo, et al., 2009; Rates,
2001).

A recolha de plantas ocorre essencialmente em florestas tropicais, pois estas contém
uma grande variedade de espécies, que por vezes sao endémicas (Balunas & Kinghorn,
2005). Na sua composicdo podem apresentar substancias biologicamente ativas, tais
como saponinas, taninos, 6leos essenciais, flavonoides, alcaloides e outros compostos
complexos, com propriedades curativas e que usualmente sdo encontrados nas
mesmas como metabolitos secundarios (Okigbo, et al., 2009). Por este motivo, tém sido
utilizadas como fontes de agentes terapéuticos através: a) do isolamento de compostos
bioativos para o uso direto como drogas, como por exemplo a digoxina, taxol e a morfina;
b) para a producdo de compostos bioativos com diferentes estruturas que permitam a
semi-sintese de compostos de entidades patenteaveis de maior atividade ou de menor
toxicidade; c) para utilizacdo como ferramentas farmacolégicas; e d) aplicacao da planta

ou de algumas partes como um medicamento (Fabricant & Farnsworth, 2001).

Segundo Fabricant & Farnsworth (2001) existem vantagens na utilizacdo de plantas
como ponto de partida para o desenvolvimento de farmacos. Um aspeto vantajoso
prende-se com o facto de se poder usar informacédo de plantas especificas para a

utilizacdo destas por seres humanos a longo prazo (etnomedicina). Além disso, 0s



compostos ativos isolados de plantas tendem a ser mais seguros do que 0s compostos
ativos de plantas sem histérico de uso humano. Por outro lado, as plantas s&o
consideradas fontes renovaveis de matéria-prima e fornecem uma fonte ilimitada de
novas e complexas estruturas. Por ultimo, com a finalidade de assegurar patentes
através do isolamento de principios ativos de plantas, que apresentem novas estruturas
e atividade bioldgica util, a pesquisa de novos constituintes permite a producdo de
compostos sintéticos ou semi-sintéticos, com menor toxicidade e maior eficacia, sendo
esta a futura tendéncia devido a competitividade industrial (Fabricant & Farnsworth,
2001; Balunas & Kinghorn, 2005).

Os mesmos autores relatam as desvantagens associadas ao uso de plantas que podem
ir desde a sua selecao aleatéria a regulamentacdes que protejam a diversidade
biol6gica. Os paises com uma vasta area de florestas tropicais, para a protecao e
conservacdo da diversidade bioldégica e o para o0 uso sustentavel dos recursos
biolégicos, estabeleceram regulamentos e acordos formais para recolha de amostras de
materiais vegetais, que requer uma prévia planificacdo evitando assim a perda de
habitats. Algumas destas restricdes estdo ligadas a preservacdo de material genético,
a direitos de propriedade intelectual e compensacao para as descobertas decorrentes

dos seus recursos genéticos (Fabricant & Farnsworth, 2001; Balunas & Kinghorn, 2005).

As plantas medicinais bem como os medicamentos a base de plantas continuardo a ser
utilizados pela populacdo (etnomedicina) juntamente com a Medicina Tradicional, tanto
nos paises em desenvolvimento como nos industrializados (Okigbo, et al., 2009;
Robinson & Zhang, 2011). Devido ao seu impacto no sector da salde e econémico é
necessario garantir continuamente medidas e politicas para regular a producdo e
utilizacdo de tais produtos para que sejam cumpridos 0s critérios aceitaveis para serem

considerados seguros e eficazes (Robinson & Zhang, 2011).

Existem informagfes sobre plantas medicinais que ainda sdo desconhecidas e sendo
estas uma fonte de compostos bioativos para a producdo de novos farmacos, é
necessario investir na investigacao e pesquisa para identificacdo destes constituintes
ativos bem como o seu isolamento (etnofarmacologia) (Robinson & Zhang, 2011,
Balunas & Kinghorn, 2005).



3.1.1 Familia das Euforbiaceas

A familia Euphorbiaceae é uma fonte de plantas medicinais. Também conhecida por
Spurge family, em portugués Euforbiaceas, constituida por mais de 300 géneros e mais
de 8000 espécies, é considerada uma das maiores familias de plantas com flores. Os
seus membros encontram-se distribuidos por todo o mundo, mas desenvolvem-se
melhor e maioritariamente em regibes de climas tropicais e subtropicais. Na Africa
Austral é a segunda maior familia, com um pouco mais de 100 espécies de arvores

nativas de grande importancia (Mwine & Damme, 2011; Van & Van, 2009).

As espécies pertencentes a esta familia apresentam estrutura vegetal e floral bastante
variada e heterogénea, com plantas que podem ser grandes arvores lenhosas, lianas
trepadeiras, arbustos e ervas daninhas ou perenes (Chauhan & Sood, 2013). A sua
maioria pode ser reconhecida pelo seu latex (seiva) lacrimejante e leitoso, que pode
exibir cores apelativas, sendo contudo muito téxico. Em contato com a pele esta seiva
pode causar irritagdes e erupgdes cutaneas. Por sua vez, em contato com os olhos pode
causar cegueira e quando ingerido provoca fortes diarreias (Infopédia, Dicionario Porto
Editora, 2013; Van & Van, 2009).

De acordo com Cronquist (1981), citado por Duarte (2008), os géneros mais
representativos, tendo em conta o numero de espécies, sdo: Euphorbia L., Croton,
Phyllanthus, Acalypha, Macaranga, Antidesma, Drypetes, Tragia, Jatropha e Manihot.

Esta familia € composta por espécies de grande valor econdémico, das quais se
destacam: Manihot esculenta (mandioca) (Figura 1 — a), importante espécie agricola de
cultura industrial, que constitui um alimento basico primario (folha e raiz) para as
populagbes com baixo rendimento; Hevea brasiliensis (seringueira) (Figura 1 — b), a
principal fonte de borracha natural; Ricinus communis (mamona ou ricino) (Figura 1 —
c), oleaginosa usada na producéo de 6leo de ricino; Jatropha curcas (pinhdo manso)
(Figura 1 — d), oleaginosa com importante aplicagdo na producéo de fuel, sab&o e no
uso medicinal; e Euphorbia esula (Figura 1 — e), erva daninha perene presente em
prados e campos na América do Norte (Van & Van, 2009; Chauhan & Sood, 2013; Heller,
1996; Mwine & Damme, 2011).



Figura 1 — Espécies de grande valor econémico da familia das Euforbiaceas. (Legenda: a) Manihot

esculenta (mandioca); b) Hevea brasiliensis (seringueira); c) Ricinus communis (mamona ou ricino); d)
Jatropha curcas (pinhdo manso); e) Euphorbia esula) (McMillian & Database, 2013) (Cappert & University,
2013) (Rickjpelleg, 2013) (Garland & Database, 2013) (Rees & Service, 2013).

As plantas da familia Euphorbiaceae podem ser medicinais ou arométicas e apresentam
na sua composi¢do compostos com atividade biolégica, tais como, terpenos, alcaloides,
flavonoides, fendis, que podem ser encontradas nas folhas, caules, flores, casca, fruto
ou semente (Mwine & Damme, 2011).

Embora a maioria das plantas possa ser classificada como venenosa, ainda hoje séo
usadas na medicina popular/ tradicional, devido as suas propriedades terapéuticas,
contudo com dosagem e eficacia por vezes desconhecida, o que pode causar efeitos
adversos. Segundo Mwine e Damme (2011), alguns extratos de membros da familia
Euphorbiaceae foram isolados e patenteados como percursores para sintese de alguns
farmacos.

Estas plantas sdo atualmente alvo de estudo para o desenvolvimento de novos
fitoterapicos com aplicacdes para uso humana, animal ou pesticida (Okigbo, et al., 2009;
Mwine & Damme, 2011).
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3.1.2 Género Jatrophal.

O género Jatropha é constituido por cerca de 175 espécies e pertence a familia das
Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e tribo Jatropheae (Sujatha, et al., 2013)
(Bahadur, et al., 2013). Estas plantas apresentam uma distribuicdo disjunta,
encontrando-se maioritariamente nas Américas (Norte e Sul), de onde a maior parte &
nativa. Existem entre 50 a 70 espécies em Africa, sendo uma endémica em Madagascar;
uma dazia na india; e cerca de 50 espécies na Arabia (Murthy, et al., 2013; Schmelzer
& Gurib-Fakim, 2008; Dehgan, 1982). Também € possivel encontrar duas espécies no

territrio Australiano (Randall, et al., 2009).

Figura 2 — Distribuicdo geografica do género Jatropha L. em 2013 (Discover Life, 2013).

Deghan e Webster (1979), baseando-se nas caracteristicas da espécie Jatropha curcas,
consideraram que as outras espécies evoluiram desta ou de uma outra forma ancestral,
com algumas mudancas no seu habito de crescimento e especializagdo na estrutura
vegetativa (estruturas florais). Estas plantas foram provavelmente distribuidas por
navegadores portugueses atraves das ilhas de Cabo Verde e pela Guiné — Bissau para

0s outros paises (Heller, 1996).

Por ser um género de crescimento rapido, facil propagacéo e adaptagéo, apresenta uma
vasta distribuicao (Dehgan, 1982). Este mesmo autor delimitou o género em dois
subgéneros, Jatropha e Curcas, tendo por base as suas caracteristicas anatémicas,
morfoldgicas e citoldgicas. O subgénero Jatropha é o que apresenta maior distribuicao,
e abrange as espécies Africanas, Indianas, Norte americanas, Sul Americanas,
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Antilhanas e das regifes Meso-Americanas. Este subgénero foi naturalizado na América
do Sul e nas regides Meso-Americanas, nomeadamente, México, Cuba, Peru, Bolivia,
Costa Rica, Paraguai, Jamaica, Brasil, El-Salvador, Guatemala, Argentina, Republica
Dominicana, Columbia, Nicardgua e nos estados do Arizona e Texas, América do Norte.
O subgénero Curcas, a maioria das suas espécies estao restritas ao México e regides
contiguas e aos estados do Arizona e do Texas, nos desertos Sonoran e Chihuahuan,
na América do Norte. Este subgénero também abrange uma espécie da Costa Rica,

duas Africanas e uma Indiana (Sabandar, et al., 2013; Heller, 1996).

Devido a esta distribuicdo, € um género morfologicamente diverso, composto por
plantas herbaceas perenes, suculentas, facultativas anuais, gedfitas, arbustos,
subarbustos rizomatosos e arvores lenhosas, cada uma com uma regido geogréfica
especifica para o seu desenvolvimento. (Sujatha, et al., 2013; Sabandar, et al., 2013;
Dehgan, 1982) Esta diversidade morfoldégica permitiu que varias espécies fossem
cultivadas como plantas ornamentais, sendo duas das principais caracteristicas as suas
folhas e flores (Sujatha, et al., 2013).

Figura 3 — Algumas espécies do género Jatropha: a) J. integerrima; b) J. podagrica; ¢) J. multifida; d) J.
macrorhiza. (Wikipedia: the free encyclopedia, 2014) (Sutheastern Arizona wildflowers, 2014) (Well grow
horti trading, 2014).

O género Jatropha destacou-se nas ultimas décadas, particularmente, pelo 6leo
proveniente das suas sementes, que € considerado uma potencial matéria-prima para
a producéo de biodiesel. A espécie J. curcas é a mais estudada do género por as suas
sementes serem ricas em 0leo e que levou nos ultimos anos, ao aparecimento de vastas
areas de plantacdes da mesma em alguns pais da Asia, Africa e América do Sul
(Devappa, et al., 2010a; Oliveira, et al., 2009).
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O nome do género deriva do Grego, iatrés que significa “doutor” e trophé “comida ou
nutricdo”, que esta relacionado com as suas propriedades medicinais. Durante muito
tempo este género tem sido aplicado como planta medicinal (Devappa, et al., 2010;
Sabandar, et al., 2013), e tem sido utilizada por 80% da populacdo mundial na Asia,
América Latina e Africa. Existem vérias espécies deste género que sdo usadas pelos
seus usos medicinais, sendo as trés mais importantes J. curcas, J. gossypiifolia e J
multifida. (Sabandar, et al., 2013)

Este género € conhecido pelo seu pelo efeito purgativo do 6leo proveniente das suas
sementes que é usado para sintomas digestivos, diarreia, disenteria, vomitos, ndusea e
dor de estomago. Também as folhas de algumas de espécies apresentam semelhante
efeito purgativo. Outras finalidades estdo relacionadas com a cura de doencas de pele
como o Oleo da semente, latex, folha, casca do caule ou raiz sdo trituradas e aplicadas
sobre a pele para tratar eczemas, coceiras, carbunculos, bolhas na boca, feridas e

inchagos.

E igualmente aplicado no tratamento de doencas venéreas e de foro urinaria. As raizes
de certas espécies, J. gossypiifolia e J. multifida, sédo usadas no tratamento de lepra e
gonorreia, respetivamente. O latex das espécies J. curcas e J. mollissima é usado para
como antidoto do veneno de cobra, concentrado para o uso externo e diluido com agua
para uso interno. (Sabandar, et al., 2013; Devappa, et al., 2010a). O extratos aquosos
e alcodlicos do caule e da casca da espécie J. macarantha sdo usados como

estimulante sexual masculino. (Devappa, et al., 2010)

A utilizacdo de plantas do género Jatropha na ethomedicina desencadeou a pesquisa
de moléculas bioativas, sendo possivel o isolamento de alguns dos seus constituintes
guimicos, entre os quais, alcaloides, péptidos ciclicos, terpenos (mono-, di- e tri-),
flavonoides, lignanas, cumarinas e acidos gordos. (Devappa, et al., 2010a; Devappa, et
al., 2010) Destes compostos, 0s que mais se destacaram foram os diterpenos, que sdo
muito abundantes neste género e apresentam uma elevada bioatividade e toxicidade,
sendo por isso potenciais matérias-primas para a sintese de novos compostos. A
presenca de diversos compostos com diferentes atividades biologicas, neste género,
permite a utilizacdo dos residuos resultantes da extracdo do 6leo das sementes como
fertilizantes, apesar destes serem téxicos devido a presenca de ésteres de forbol, sendo
necessaria a extragdo dos mesmos. No entanto, é fundamental a realizagdo de mais
ensaios para verificar esta potencial aplicagéo, pois os esteres de forbol degradam-se
no solo dependendo da temperatura e humidade do solo (Sabandar, et al., 2013;

Devappa, et al., 2010a).

13



Nas ultimas décadas, varios estudos foram efectuados a algumas espécies deste
género, por analise da atividade dos seus 6leos, extratos e dos constituientes quimicos
isolados, tais como anti-inflamatéria, anti-tumoral, anti-malarica, antioxidante,
antimicrobiana, anticoagulante, inibicdo de acetilcolinesterase, moluscicida, inseticida
(Sabandar, et al., 2013). Contudo, a presen¢a de compostos toxicos requer uma maior
andlise tanto para o tratamento tradicional, como para a aplicacdo em industrias de
diferentes areas, como agro- farmacéutica ou de biofuel. (Devappa, et al., 2010a)
(Devappa, et al., 2010).

3.1.3 Descricdo botanica de Jatropha gossypiifolia L.

A espécie Jatropha gossyypiifolia L (sinbnimos: Adenoropium gossypifolium (L.) Ponhl.,
Jatropha elegans (Pohl) Klotzsch) (Kumar & Singh, 2012) é uma das principais plantas
medicinais do género Jatropha, sec¢do Jatropha, familia das Euforbidceas (Sabandar,
et al., 2013; Heller, 1996) (Heller, 1996). O seu nome “gossypiifolia” € uma combinagao
do Latim “gossypium”, que significando algodao, com “folium”, que sugere que as folhas
sdo semelhantes as do algodoeiro (Parsons & Cuthbertson, 2001). Supde-se que esta
espécie seja nativa da América tropical e da regiao das Caraibas, mas ndo se sabe o
local exato da sua origem (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008; Randall, et al., 2009).

Esta planta apresenta uma facil adaptacdo, cresce naturalmente em quase todos 0s
tipos de solo (areia bem drenada, solos arenosos e argilosos, pedregosos), em regides
com uma estagcdo seca pronunciada, em pastagens e arbustos, préximo de zonas
costeiras e lugares desérticos (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008; Randall, et al., 2009).
Também é possivel encontrar-se em terrenos baldios, na beira de estradas, campos
agricolas mal cuidados, e areas de transbordo dos rios (Kumar & Singh, 2012; Francis,
2001) (Figura 4).

Figura 4 — Propagacéao de Jatropha gossypiifolia num terreno em Hodgson River, Australia (Cattle Producer,
2013).
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A sua rapida propagacéo, através de sementes e partes vegetativas permitiu que a sua
distribuicdo fosse muito além da original (Randall, et al., 2009). Atualmente encontra-se
naturalizada na maior parte dos paises tropicais, em toda Africa tropical exceto nas
regides secas do sul (mas inclui a Africa do Sul), América do Norte (maioritariamente na
Florida e México) e Sul, Asia, e a Australia, sendo introduzida como planta medicinal e
ornamental (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008; Randall, et al., 2009).

Segundo, Holm et. al. (1979), citado por Prentis et. al. (2008), foi registada como uma
espécie invasora nalgumas éareas, devido a sua rusticidade, resisténcia a longos
periodos de seca, ndo ser atacada por pragas e doencas, bem como a sua
adaptabilidade a condi¢cBes de solo e climaticas muito diferentes, nomeadamente, na
Australia, no Sudeste Asiatico, nas zonas costeiras da Africa Ocidental, na india, nas

llhas do Pacifico, em algumas zonas da América do Sul e nas Antilhas.

Na Africa Ocidental esta espécie é ainda plantada em torno das aldeias para a prote¢&o
das casas contra o fogo, pois estas tém pouca tendéncia a inflamar, bem como para
manter as cobras afastadas e como limitacdo da area. O 6leo das suas sementes é

utilizado como lamparina e combustivel (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008).

@ Difundida

Ver mapa regional para saber’ 5_ e
distribuicao gentro do pais

Figura 5 — Distribuicdo geografica da espécie Jatropha gossypiifolia L. (Invasive Species Compendium,
2014).

Burkill (1994), Howard (1989), Liogier (1988) e Parrotta (2001), citado por Francis (2001)
e Kumar e Singh (2012), descrevem botanicamente a Jatropha gossypiifolia como um

arbusto perene muito ramificado de 0.5 a 3 m de altura e 1 a 3 cm de diametro basal e
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dependendo do clima pode ser sempre verde ou caducifélio (Figura 6 — a). Este
apresenta uma raiz principal curta, que ndo é normalmente muito enraizada, laterais
robustas e muitas raizes terciarias finas. E constituida apenas por um caule lenhoso,
ereto, cilindrico, solido e ramificado. O pequeno numero de ramos presente é robusto,
verde e semilenhoso. No interior dos caules e ramos existe um latex (seiva) espesso,
branco ou amarelo, que € possivel ver-se quando estes sdo cortados (Figura 6 — b). O
caule, os ramos e as folhas apresentam na sua superficie pelos glandulares. As suas
folhas séo alternadas, opostas, caulinares ou ramais, podendo ter trés ou cinco lébulos.
O seu comprimento e largura pode variar entre 3 a 13 por 3 a 19 cm, apresentam uma
cor avermelhada ou arroxeada quando jovens e verdes quando totalmente
desenvolvidas (Figura 6 — c). As flores sdo pequenas, vermelhas ou roxas, hascem a
diversos niveis da haste da planta e elevam-se a mesma altura, formando
sucessivamente VAarios ramos que saem em posi¢ao oposta, corimbo cimeira terminal
(Figura 6 — d). As pétalas podem também ser 5, de tonalidade rosa avermelhada ou roxa
e com 0.5 cm de comprimento e 0.3 cm de largura. Os frutos séo oblongos, capsulas de
trés lébulos, verdes quando jovens e castanhos-amarelados na maturidade (Figura 6 —
e). No seu interior encontram-se trés sementes de tonalidades cinza, castanha ou cinza-
vermelho de 0.6 cm de comprimento, 0.3 centimetros de largura e 0.2 cm de espessura
(Francis, 2001; Kumar & Singh, 2012).

Figura 6 — Arbusto (a), caule com latex (b), folhas (c), flores (d) e frutos (e) de Jatropha gossypiifolia
(Randall, et al., 2009).

A floracéo, foliacédo e frutificacdo da planta inicia-se na época das chuvas, mas pode
continuar durante todo o ano se a humidade do solo permanecer alta. Esta pode produzir

sementes por autofecundagédo ou polinizagédo cruzada, e muitos insetos, entre as quais
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as abelhas, visitam as suas flores para recolher o néctar (Schmelzer & Gurib-Fakim,
2008).

3.1.4 Propriedades Medicinais de Jatropha gossypiifolia

A espécie J. gossypiifolia € conhecida pelas suas propriedades purgativas e € uma
planta que tem sido usada para fins medicinais (Dehgan, 1982; Félix-Silva, et al., 2014).

Algumas das propriedades medicinais sdo comuns a outras espécies do género
Jatropha, e sao atribuidas a toda planta ou a partes especificas da mesma, como folhas,
caules, raizes, frutos, sementes e latex. Estas sao preparadas de diversas formas, entre
as quais, infusdo, decoccdo, cinzas, extratos e podem ser utilizadas de formas distintas

como oral, tépica, ou banhos (Félix-Silva, et al., 2014).

O uso popular da planta de J. gossypiifolia pode ser como analgésico (dores no corpo,
cabeca e dente), anti-inflamatdrio, antidiarreico, antiofidico (picada de escorpides e
mordidas de cobras), antitérmico, anti-hipertensivo, antimicrobiano, anti-hemorragica,
anticoagulante, antipirético, diurético, anti convulsionante, antisséptico, anti-
hipertensivo, anti hepatotoxico, e no tratamento da malaria, diabetes, anemia, doencgas
de pele, cancro (Félix-Silva, et al., 2014; Misra & Misra, 2010). Esta planta também &
utilizada no tratamento disfonia, eczemas, abcessos, cicatrizacéo de feridas, disenteria,
lepra, artrite, Ulceras, otite, alopecia, regulador de menstruacdo, doencas venéreas,
dores de estomago, obstrucfes do trato abdominal, reumatismo, mordida de animais
venenosos (Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008; Félix-Silva, et al., 2014).

A utilizacdo de J. gossypiifolia como planta medicinal demonstra que esta apresenta um
grande potencial como fonte de moléculas bioativas com relevancia farmacoldgica ou
biotecnol6gica. Contudo, é necessario conhecer 0s compostos realmente importantes e
se o isolamento e purificagdo destes podem eliminar os efeitos téxicos ou reduzir o valor
medicinal da espécie, pois s6 desta forma é possivel a utilizagdo dos mesmos na
producdo de medicamentos a base de plantas ou de produtos bioativos naturais para a

sua aplicacdo em medicina alternativa e complementar (Félix-Silva, et al., 2014).
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3.1.5 Constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia

As plantas sintetizam uma ampla e diversificada variedade de compostos organicos.
Alguns destes compostos estdo presentes em todas as plantas e executam funcdes
metabdlicas, associadas a fotossintese, respiracdo, crescimento e desenvolvimento das
mesmas. Estes representam os metabolitos primarios, entre os quais, lipidos acilados,
nucleotidos, aminoacidos e &cidos organicos (Dewick, 2002; Croteau, et al., 2000;
Crozier, et al., 2006).

Existem outros fitoquimicos, estruturalmente diferentes, muitos dos quais encontram-se
apenas numa espécie ou género, ou estdo distintamente distribuidos em grupos
taxonomicamente relacionados, designados metabolitos secundérios (Crozier, et al.,
2006; Mazid, et al., 2011; Croteau, et al., 2000). A sintese dos mesmos pode ser ativada
unicamente durante uma fase particular de crescimento ou fase de desenvolvimento, ou
em épocas sazonais especificas, ou sob condi¢des de disponibilidade de nutrientes ou
stress, entre outros fatores (Verpoorte, et al., 2002). A sua fungéo esta relacionada com
a protecao das plantas contra predadores, como insetos, fungos e bactérias, bem como
a sua repeléncia, em fungéo da sua natureza toxica, como atragédo de polinizadores e
animais de dispersdo de sementes, protetores UV e para a comunicagdo das plantas
com outros organismos (Mazid, et al., 2011; Verpoorte, et al., 2002; Crozier, et al., 2006).
Alguns dos principais metabolitos secundarios podem ser alcaloides, lignanas,
esteroides, terpenos, flavonoides, fendis e polifendis, antocianinas, quinonas.
(Verpoorte, et al., 2002; Crozier, et al., 2006).

Nos ultimos anos, estes compostos foram alvo de uma pesquisa de extrema relevancia,
dado que tém importantes aplicacbes comerciais como corantes, fibras, colas, ceras,
Oleos, agentes aromatizantes, perfumes, bem como fontes de potenciais farmacos
naturais, antibiéticos, inseticidas e herbicidas (Dewick, 2002; Verpoorte, et al., 2002;
Crozier, et al., 2006).

Diversos compostos quimicos, tais como, acidos gordos, os acucares, alcaloides,
aminodacidos, esteroides, cumarinas, lignanas, flavonoides, proteinas, saponinas,

taninos e terpenos, foram detetados na espécie J. gossypiifolia (Félix-Silva, et al., 2014).

Contudo, Felix-Silva, et al. (2014) mencionaram que 0s principais compostos bioativos
desta espécie ndo estdo totalmente explicitos, uma vez que s&o poucos o0s estudos que
efetuem o isolamento e determinem a atividade biol6gica dos mesmos. Estes também
referem o facto de existirem poucos estudos que utilizam &gua como solvente de

extracdo de constituintes de J. gossypiifolia, pois quando esta planta € usada para fins

18



medicinais € normalmente em forma de infusdo ou decocg¢do. Pouco se sabe sobre a
constituicdo deste tipo de extrato, o que se traduz em poucos compostos polares
identificados, como flavonoides, taninos e glucidos. Normalmente, nestes estudos
utilizam solventes ou misturas de solventes com caracteristicas ndo polares, que
contribui caracterizagdo de compostos nédo polares, como os terpenos e lignoides (Félix-
Silva, et al., 2014).

Sendo 0s compostos terpénicos 0s que se encontram maioritariamente no género
Jatropha, foi possivel isolar monoterpenos, diterpenos e triterpenos nesta espécie
(Félix-Silva, et al., 2014; Sabandar, et al., 2013). Relativamente ao rizoma foi possivel o
isolamento do monoterpeno 1,4-Epoxi-p-mentano-2-ol (1). Os diterpenos foram isolados
de diversas partes de J. gossypiifolia, entre estes, o Citlalitriona (2), que despertou
interesse para a semi-sintese de agentes anticancerigenos, e Jatrofenona (3), que
apresenta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus comparativamente a
penicilina de referéncia. Estes compostos foram isolados a partir do extrato de toda a
planta diclorometano: metanol (1: 1, v/ v) por cromatografia em coluna de silica em gel
(Félix-Silva, et al., 2014; Devappa, et al., 2010). Um outro diterpeno, 12-deoxi-16-
hidroxiforbol (DHPB) (4), foi isolado a partir do extrato semente por cromatografia em
contracorrente e possui atividade como promotor de tumores (Félix-Silva, et al., 2014;
Sabandar, et al., 2013). A partir do extrato das raizes, foi possivel isolar Jatrofolona
(Jatropholone) A e B (5 e 6), Faladona (Falodone) (7), Jatrofono (Jatrophone) (8), e os
seus derivados naturais, 2a-Hidroxijatrofono (9), 28-Hidroxijatrofono (10) e 23-Hidroxi-
5,6-isojatrofono (11), que apresentam atividade citotdxica, anti proliferativa de células
leucémicas e tumorais e atividade antibacteriana in vitro (Félix-Silva, et al., 2014;
Devappa, et al., 2010; Sabandar, et al., 2013). Das folhas foi possivel o isolamento de
triterpenos, como (2a, 13a, 1483, 20S)-2,24,25-Trihidroxilanost-7-en-3-one (12) e (13a,
14B, 20S)-2,24,25-Trihidroxilanosta-1,7-dien-3-one (13), obtidos do extrato de etanol
por procedimentos de particdo sucessivos, cromatografia de silica em gel e TLC (Félix-
Silva, et al., 2014) (Anexo A, Figura Al).

Outra classe encontrada e muito importante foi a dos lignoides, uma vez que
apresentam muitas estruturas isoladas e identificadas, tais como, lignanas e as
coumarino-lignanas (lignanas ndo convencionais). Entre os quais, Propacina (14),
Gossipifana (15), Gossipilina (16), Jatrodieno (17), Gossipidieno (18), Cleomiscosina A
(19), Isogadaina (20) e Prasantalina (Prasanthaline) (21), Gadaina (22) e Jatrofana
(Jatrophan) (23) (Anexo A, Figura A2). (Félix-Silva, et al., 2014; Sabandar, et al., 2013).
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Também foram detetados e isolados alcaloides, como Ricinina (24), Piperidina (25) e
Jatrofina (26). A identificacdo de flavonoides em diferentes extratos de etanol das folhas,
nomeadamente, Apigenina (27), Vitexina (28) e Isovitexina (29), a quem séo atribuidos
a atividade antioxidante (Anexo A, Figura A3). Através do latex a presenca de proteinas,
péptidos ciclicos, como Ciclogossina A e B (30 e 31) (Anexo A, Figura A4). No extrato
de éter de petroleo das sementes foram identificados acidos gordos, tais como, acido
caprilico, acido laurico, &cido lignocérico, acido linoleico, acido oleico, 4cido palmitico,
acido ricinoleico, acido palmitoléico, 4cido 12-hidrdxi-cis -octadeca-9-endico (Félix-Silva,
et al., 2014; Sabandar, et al., 2013; Schmelzer & Gurib-Fakim, 2008).
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3.2 Métodos usuais de extracdo e/ ou separagdo de compostos bioativos

de plantas

A extracdo € uma etapa fundamental para obtencéo de compostos quimicos a partir das
plantas ou das suas partes vegetais. A utilizacdo de uma técnica de extracdo adequada
€ determinante para separacdo e/ou purificacdo, identificacdo e caracterizagdo de
compostos bioativos, e também evita a sua perda ou degradacdo (Sasidharan, et al.,
2011; Dai & Mumper, 2010; Gurib-Fakim, 2006).

Relativamente a sele¢éo do solvente, a escolha do mais apropriado tem por base a sua
seletividade em relacdo as substancias a serem extraidas (Seidel, 2006). Segundo
Seidel (2006), as extracdes podem ser seletivas, quando um solvente de polaridade
adequada é utilizado para extrair seletivamente os constituintes do material vegetal, ou
totais, se um solvente organico polar (como metanol, etanol, ou mistura de alcool e
agua) € usado para facilitar e maximizar a extragdo de possiveis componentes a partir

da amostra vegetal.

Existem diversas técnicas de extragdo, nomeadamente, as técnicas de extracdo
convencionais ou tradicionais e as técnicas de extracdo nao convencionais, todas com
objetivos comuns, nomeadamente, i) extracdo de compostos bioativos a partir de
amostras de plantas complexas; ii) aumento da seletividade dos métodos analiticos; iii)
aumento da sensibilidade dos ensaios de atividade biol6gica por incremento da
concentracdo dos compostos; iv) conversdao de compostos bioativos de facil detecao e
separacao; v) proporcionar um método robusto e reprodutivel que seja independente
das variacbes da matriz da amostra (Azmir, et al., 2013). Assim, a aplicacdo de
diferentes técnicas de extracao permitira estudar a seletividade dos compostos bioativos
provenientes de diversas fontes naturais, e como tal escolher a melhor técnica de
separacao/ purificagdo para obtengdo dos compostos desejados (Ibafiez, et al., 2012;
Azmir, et al., 2013).

3.2.1 Técnicas de extracdo soélido-liquido

As técnicas convencionais ou tradicionais de extragdo solido-liquido consistem na
separacao de componentes sollveis, contidos numa matriz sélida, que se difundem no
solvente quando este entra em contacto direto com a matriz (Theodore & Ricci, 2010;
Dutta, 2007; Ignat, et al., 2011). E uma operag&o unitaria muito usada para recuperar
diversos compostos ativos de plantas e das suas partes vegetais, bem como a
preparacdo de extratos de origem vegetal, devido a sua fécil utilizacdo (Ignat, et al.,
2011; Dai & Mumper, 2010).
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Neste processo existem diversos fatores que afetam a eficiéncia de extragdo e o seu
rendimento, entre os quais, o tamanho das particulas e a presenca de substancias
interferentes na matriz (Theodore & Ricci, 2010; Dutta, 2007). Assim, o material vegetal
antes de ser submetido ao processo de extracdo é moido, triturado ou pulverizado para
aumentar a area de superficie e promover uma boa mistura com o solvente, o que facilita
0 processo de obtencéo dos produtos naturais e aumenta a velocidade de extragédo. Por
vezes, € sujeito previamente a processos de pré-tratamento, como a secagem, de modo
a evitar a sua degradacao por impurezas, microrganismos e exposicdo ao ar (Gurib-
Fakim, 2006; Dai & Mumper, 2010; Bucar, et al., 2013). A toxicidade, a volatilidade,
viscosidade e pureza do solvente de extracdo também influenciam a eficiéncia de
extracdo (Bucar, et al., 2013). No estudo de plantas medicinais, a extracdo dos seus
componentes ativos tem por base o seu uso medicinal, de modo a obter um extrato
similar ao seu uso tradicional. A selecdo do solvente depende da natureza dos
compostos bioativos, sendo 0s mais usuais agua, os solventes organicos e misturas de
solventes, entre 0s quais, metanol, etanol, acetato de etilo, acetona, diclorometano e
hexano (Sasidharan, et al., 2011). A utilizacdo de solventes clorados foi descontinuada
por serem téxicos e cancerigenos (Dutta, 2007). Outros fatores como temperatura,
tempo de extracdo, proporcédo liquido-sdlido, agitacdo, polaridade e estabilidade dos
compostos a serem extraidos afetam igualmente esta operacdo de separacao
(Theodore & Ricci, 2010; Dutta, 2007; Bucatr, et al., 2013).

Dentre as técnicas convencionais ou tradicionais de extracdo solido-liquido, a
maceracao € uma das mais usuais por ser simples, econémica e adequada a grandes
escalas, permitindo a obtencdo de 6leos essenciais e produtos naturais a partir de
materiais vegetais. Esta técnica consiste na imersdo do material vegetal num solvente
apropriado num recipiente fechado, a temperatura ambiente durante um longo periodo
de tempo. Por se realizar a temperatura ambiente este processo € menos suscetivel de
provocar a degradacdo dos metabolitos termolabeis. Para além disso, também se pode
efetuar agitacdo ocasional ou constante para aumentar a velocidade de extracdo de
fitoquimicos. Este processo termina por separacao do material vegetal residual (bagaco)
por decantacdo, seguido de uma etapa de filtracdo para obtencdo do filtrado
(macerado). E comum apés a maceracao inicial, seguida de decantacéo, a adicdo de
solvente fresco para garantir uma extracdo exaustiva e este passo pode ser repetido
vérias vezes. Quando o bagaco é demasiado fino (pé demasiado fino) pode recorrer-se
a uma centrifugacéo para separacdo. As principais desvantagens desta técnica sao: i)
o tempo de duracdo da extracdo ser longo, podendo ser de horas até varias semanas;

i) a utilizacdo da extragédo exaustiva pode consumir grandes volumes de solvente, o que
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pode originar perda de metabolitos ou material vegetal; iii) e alguns compostos podem
néo ser extraidos de forma eficiente se ndo forem sollveis a temperatura ambiente no
solvente. Este processo apresenta baixo rendimento comparativamente a outros
processos de extracao solido-liquido, como a percolacao (Azmir, et al., 2013; Bucar, et
al., 2013; Seidel, 2006).

A percolacéo, técnica adequada para a utilizagdo em larga escala, que tanto pode ser a
quente como a fria. E uma extracdo exaustiva e caracteriza-se pela pré-imersdo do
material vegetal pulverizado num solvente inserido num coador ou aparelho percolador
(recipiente cilindrico ou cénico, com um filtro na saida do mesmo). Este apresenta uma
valvula que permite a remocao constante e controlada do extrato pela base, e pelo topo
efetua-se a adicdo do solvente fresco, acima do material vegetal, o que permite executar
percolagcdes executivas. Apesar de apresentar um elevado rendimento, este processo
apresenta algumas desvantagens, tais como, i) o tamanho da particula (que se for
demasiado reduzido pode entupir o filtro do percolador, bem como outros produtos
extraidos, como por exemplo as ceras); ii) 0 material vegetal, que deve ser distribuido
de forma homogénea de maneira a que o solvente tenha acesso a toda a amostra; iii) a
temperatura do solvente, que se for elevada pode degradar os metabolitos termolébeis;
iv) consumos elevados de solventes; v) e elevados tempos de extracdo (Bucar, et al.,
2013; Seidel, 2006).

Existem outras técnicas de extragdo solido-liquido similares a maceragdo, como a
infusdo que consiste na adicdo do solvente apés ebulicdo ao material vegetal que é
deixado a macerar, ou a decocc¢ao onde ocorre a ebulicdo do solvente com o material
vegetal. O solvente utilizado € normalmente &gua e o tempo de duragéo destas técnicas
pode ser alguns minutos a algumas horas e as solu¢des sdo posteriormente decantadas
e filtradas (Gurib-Fakim, 2006; Bucar, et al., 2013).

Uma outra técnica muito utilizada na extragdo de compostos bioativos a partir de plantas
€ a extracao Soxhlet, que é frequentemente usada como referéncia para a avaliagédo de
outros meétodos de extragdo solido-liquido ou novos métodos de extracdo né&o-
convencionais. Esta técnica consiste na introdu¢éo de amostra de material vegetal seca
pulverizada num cartucho de celulose, que é posteriormente colocado na camara do
extrator de Soxhlet, que sera colocado num baldo de fundo redondo que contém no seu
interior 0 solvente de extracdo. No topo do extrator de Soxhlet é colocado um
condensador. O solvente é aquecido sob refluxo e o seu vapor é condensado e goteja
sobre a amostra preenchendo a camara de extracao até ao nivel do tubo lateral, o siféo,

que quando cheio descarrega para o baldo a solucdo que transporta os componentes
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soluveis da amostra (Azmir, et al., 2013; Bucar, et al., 2013; Seidel, 2006). A principal
vantagem desta técnica é que é um processo continuo, ou seja a medida que a solugao
saturada em metabolitos solubilizados € descarregado no baldo, o solvente é
recondensado e efetua a extragdo do material continuamente (Seidel, 2006).

E possivel também a obtencdo de metabolitos a partir de material vegetal usando a
técnica de extracdo sob refluxo, que consiste na imersao da amostra num solvente, num
baldo de fundo redondo que tem um condensador ligado. Desta forma, o solvente é
aquecido até atingir o ponto de ebuli¢cdo e o vapor € condensado retorna ao baldo (Gurib-
Fakim, 2006; Seidel, 2006).

Assim, verifica-se que nestas duas técnicas é necessario um menor tempo de extracado
comparativamente & maceracdo e percolagdo, bem como um menor consumo de
solvente, pois este é reutilizado durante o processo. No entanto, o extrato é
constantemente aquecido no ponto de ebulicdo do solvente, o que pode degradar os

compostos termolabeis ou favorecer formagé&o de produtos indesejaveis (Seidel, 2006).
3.2.2 Técnica de extrac¢do liquido-liquido

O processo extracdo liquido-liquido (também designado como método de particdo de
solvente) é um processo de separacgdo e/ ou purificagdo de componentes (solutos) de
uma mistura liquida (solugdo), que se transferem para um liquido imiscivel ou
parcialmente miscivel, o solvente, quando este entra em contacto direto com a mesma
(solucéo) (Ignat, et al., 2011; Dutta, 2007). O solvente € escolhido de modo a apresentar
uma afinidade ou seletividade a um ou mais componentes da mistura ou solu¢éo e uma
densidade diferente (Otsuka, 2006).

Os de extratos de plantas sdo misturas complexas de diferentes compostos com
distintas propriedades fisicas e quimicas. Esta operag&o unitaria permite a separagao
dos mesmos ou de outros produtos naturais, em varias fracées de polaridade diferente
com classes diversificadas de compostos quimicos, através de extracdes (ou particbes)
sequenciais com solventes imisciveis de polaridade crescente. A agua e 0s solventes
organicos, entre os quais hexano, diclorometano, éter dietilico, acetato de etilo, acetona,
metanol, etanol, butanol, sdo muito utilizados neste processo. O cloroférmio deixou de
ser utilizado devido a sua toxicidade e por ser carcinogénico (Otsuka, 2006; Dai &
Mumper, 2010).

Este € um método tradicional muito utilizado e relativamente facil de executar, que

permite trabalhar com grandes quantidades de amostras comparativamente a outras
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técnicas, também permite a utilizacdo de solvente comercialmente disponiveis com
vasta gama de seletividade e solubilidade. A extracao liquido-liquido é eficaz no uso
como uma das primeiras etapas de separacao de extratos de produtos naturais, permite
obter informagbes preliminares sobre a polaridade e classes existentes dos
componentes biologicamente ativos num extrato. Contudo, apresenta como
desvantagens i) a utilizacdo de grandes volumes de solventes; ii) as suas impurezas
sdo concentradas sendo necessaria a utilizacdo de solventes com elevado grau de
pureza; iii) necessita de etapas adicionais de evaporacdo para remover 0 excesso de
solvente; iv) a determinacédo de um solvente adequado para cada amostra; v) elevada
probabilidade de contaminacdo durante o processo; vi) elevados tempos de extracao,
principalmente quando se forma emulsdes sendo dificil a separacdo das duas fases e
possibilidade de degradacdo dos compostos mais sensiveis; e por fim vii) ndo é um
método adequado para utilizar como etapa final de separacéo (Ajila, et al., 2011; Otsuka,
2006; Garcia-Salas, et al., 2010).

3.2.3 Cromatografia em coluna

A cromatografia € uma técnica que permite a separacdo de componentes de uma
mistura complexa, como o0s extratos de produtos naturais, através da sua distribuicdo
seletiva entre uma fase mével e uma fase estacionaria. Nesta técnica a separacdo
depende da diferenca de afinidade dos componentes para com a fase estacionaria e a
fase movel. Esta capacidade para separar os varios compostos de uma mistura, baseia-
se na absorcao seletiva e preferencial destes compostos na fase movel (Shriner, et al.,
2004).

A cromatografia em coluna, dentre outras técnicas de cromatografia, € uma das formas
mais frequentemente utilizadas para a separacao e/ ou purificacdo de misturas. O seu
principio de separagdo baseia-se no processo de adsorcao diferencial da substancia
pelo adsorvente, ou seja, a separacdo depende principalmente das diferencas de
afinidades de adsorcdo entre as moléculas de analito pela superficie da fase
estacionaria, ficando as moléculas retidas pela sua intera¢cdo com a superficie da fase

estacionaria (Houssen & Jaspars, 2006).

Nesta técnica, a fase estacionaria € um sélido contido numa coluna de vidro, aco
inoxidavel, ou outro material inerte, enquanto a fase mével é um liquido, como por
exemplo, os solventes organicos. A mistura é aplicada no topo da coluna e a fase mével

passa através da coluna por gravidade, vacuo, ou pressao.
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Para obtencéo de uma separacéo 6tima de componentes, a maximizagcao de solutos e
evitar a adsorcao irreversivel de solutos no material, € fundamental escolher uma fase
estacionaria e uma fase mével adequada. Os adsorventes mais usuais para este tipo de
cromatografia sdo silica gel, alumina e poliestireno. A silica gel € o adsorvente mais
utilizado para a separagédo de produtos naturais e pode ser adquirido comercialmente
sob diversas formas (Reid & Sarker, 2006) (Houssen & Jaspars, 2006).

Na cromatografia em coluna liquida classica (também conhecida por cromatografia
liguida convencional) as colunas sdo normalmente de vidro e apresentam na sua parte
inferior uma valvula de vidro ou teflon que permite controlar o caudal (Figura 7). Por
vezes, estas podem ter um filtro em disco de material vitreo poroso acima da valvula,
para suportar a fase estacionaria, sendo que na sua auséncia é possivel colocar 1a de
propileno, algodao ou la de vidro no seu lugar (Shriner, et al., 2004; Reid & Sarker,
2006).

Neste tipo de cromatografia de coluna a fase mével é adicionada pelo topo da coluna e
deixada fluir por a¢éo da gravidade e a velocidade do caudal é controlada ajustando a
valvula de saida. O adsorvente deve apresentar um tamanho de particula superior a 60
um, para que a fase movel (eluente) possa atravessar a coluna a um caudal desejado.

A guantidade de fase estacionaria requerida depende da quantidade de amostra a ser
fracionada, podendo ser 100-500 g de material adsorvente, por grama de amostra (Reid
& Sarker, 2006; Macek, et al., 1975).

Relativamente ao modo de eluicdo, este pode ser isocratico ou em gradiente, i.e., no
primeiro a eluicdo é feita apenas com um solvente ou com uma mistura de solventes
mas sempre com composicao constante; no segundo, a composicao da fase mével é

variavel.

A composicdo de solventes em gradiente deve ser adequadamente selecionada de
acordo com a necessidade de polaridade, e assim obter um bom fracionamento dos
compostos naturais. Os gradientes sdo constituidos por uma série de fases méveis

compostas com solventes polares e ndo polares com razdes variaveis.

A separacao de extratos de produtos naturais por cromatografia em coluna permite a
obtencéo de vérias fragdes discretas, com compostos de polaridades semelhantes, por
eluicdo sucessiva. A recolha inicial das fracGes deve ser relativamente grosseira, para
gue os compostos figuem em concentracdes elevadas e para uma facil dete¢cdo dos

mesmos. Apesar de ser um método relativamente econdmico, é necessario ajustar o
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tamanho da coluna com a quantidade da amostra a ser fracionada, o que se traduz
numa separacdo muito lenta. Para além disso, uma pequena percentagem dos
compostos pode reagir com a fase estacionaria, comprometendo a eficacia da
separacao. Outro fator a ter em consideracdo é que a utilizacdo de silica gel como
adsorvente ndo permite a separagdo de extratos aquosos, pois a agua desativa a sua
superficie (Reid & Sarker, 2006; Sarker, et al., 2006).

F3s2 movel
(eolvente)

Arela

F3se estacionaria
(agsorvente)

Arela
La de vidro

P VaNula
K

\ Eluente

Frasco de
/ recolha

Figura 7 — Representacdo esquematica de uma cromatografia em coluna classica (Study Everywhere,
2014).

3.2.4 Cromatografia de camada fina

A cromatografia em camada fina (CCF) € um método qualitativo, simples e econémico,
gue permite a analise, monitorizacdo, isolamento de produtos naturais e avaliagcdo do
grau de pureza de compostos organicos. Esta técnica utiliza placas de vidro, plastico ou
alumino pré-revestidas com uma fina camada de um adsorvente de espessura variavel,
como gel de silica ou alumina, que por sua vez é chamada de fase estacionaria. As
placas podem ser preparadas ou adquiridas comercialmente (Shriner, et al., 2004;
Gibbons, 2006). Neste processo a separacdo ocorre por mecanismos de adsorc¢ao, i.
e.,0 composto é adsorvido mais fortemente pelo adsorvente do que o0s outros
componentes presentes na mistura e por mecanismos de particdo, que dependem da
solubilidade relativa do composto e o adsorvente (fase estacionéria) e o solvente (fase

mével). Os compostos que sdo mais solUveis na fase movel irdo migrar e percorrer a
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placa, numa extensdo maior do que os componentes que sdo mais solluveis na fase
estacionaria. No caso das placas revestidas com silica ou alumina, os produtos naturais
polares movem-se lentamente quando comparados com o0s ndo polares, durante a
separacdo. Este método é bastante Util ndo s6 por permitir a analise de diversas
amostras em simultdneo, mas também por possibilitar a separacdo de misturas
complexas, como os extratos de plantas, que podem conter compostos termolabeis que

podem degradar-se em outros processos de separacao (Gibbons, 2006).

A separacdo de misturas € efetuada por aplicagdo das amostras cerca 2 cm acima da
parte inferior da placa, sendo entdo colocada no interior de uma cémara de
desenvolvimento que é fechada e onde se encontra a fase movel liquida, o solvente
adequado ou misturas de solventes (eluente). A fase mével encontra-se abaixo do nivel
onde foram aplicadas as amostras (linha de origem), o suficiente apenas para molhar a
borda inferior da placa. A frente do solvente migra para a placa e a medida que a
atravessa separa 0s compostos da mistura de acordo com a polaridade dos mesmos,
processo designado de desenvolvimento (Figura 8). A placa é retirada da camara antes
do eluente atingir o topo da placa de modo a ser possivel a determinagéo da posi¢ao de
cada mancha. A distancia a qual o solvente move os compostos pela placa depende da
capacidade deste para aderir a este sistema de adsorvente (Gurib-Fakim, 2006;
Gibbons, 2006; Shriner, et al., 2004).

Existem diversos solventes disponiveis para esta técnica e podem ser utilizados
misturas de dois ou mais solventes para desenvolvimento em separagfes

cromatograficas, com composi¢do constante ou em gradiente.

Um modo de quantificar a migragdo de um composto num adsorvente em particular e
com sistema de solventes é a partir fator de retencédo (Rr), que é definido como a
distancia percorrida pelo composto a partir da origem pela distancia percorrida pelo
sistema de solventes (Gibbons, 2006; Shriner, et al., 2004).

A visualizacao e detecdo das manchas pode ser realizada por métodos ndo destrutivos,
pois possibilita o isolamento de compostos puros a partir do adsorvente, como a detecao
por luz de ultravioleta (UV), mas requer que o adsorvente apresente um indicador
fluorescente, para que os compostos eluidos aparecam como manchas escuras, por
bloquearem o indicador fluorescente; ou destrutivos através da pulverizagdo com
reagentes que contaminam os compostos e ndo permitem a recuperacdo dos mesmos,
mas que podem possibilitar a identificacdo de diferentes classes de produtos quimicos

(Gibbons, 2006; Shriner, et al., 2004). Contudo, ndo € um método de alta resolucéo,
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podendo por isso compostos diferentes apresentarem o mesmo valor de Rse estarem
representados pela mesma mancha, bem como a recuperacdo dos compostos isolados
nao ser totalmente eficaz (Gibbons, 2006; Dinan, 2006).

Camara de
desenvolvimento

Fase estacionaria
(placa de cromatografia

de CCF)
H\\

Papel de filtro

Fase mavel
(solvente)

Figura 8 — Representacdo esquematica de desenvolvimento de uma placa de cromatografia de camada de
fina (CFF) (Abbott & Andrews, 1965).

3.2.5 Extragdo com fluidos supercriticos

Nos ultimos anos foram desenvolvidas alternativas as técnicas convencionais de
extracdo com solvente, sdlido-liquido ou liquido-liquido, que consomem grandes
volumes de solventes, podem degradar compostos termolabeis e tém longos tempos de
extracao, por métodos mais ou ecoldgicos e com procedimentos de extracdo mais
eficientes, como as tecnologias de extracdo com fluidos supercriticos (Ajila, et al., 2011;
Nahar & Sarker, 2006).

A capacidade dos processos de extracdo com fluidos supercriticos cumprirem tanto as
exigéncias a nivel ambiental como as especificacdes dos produtos para 0 consumo
humano, suscitaram um grande interesse em diversas areas industriais, como alimentar,
farmacéutica, agro-farmacéutica e petroquimica (Azmir, et al., 2013; Nahar & Sarker,
2006).

Os processos de extracao supercritica consistem na separacao de substancias soluveis
de uma matriz sélida por contato com um solvente que se encontra a temperaturas e

pressdes acima do seu ponto critico (Riera, et al., 2004; Fontana, et al., 2013).

O ponto critico de uma substancia pura é definido como o valor de pressao e

temperatura a partir do qual uma substancia pura pode existir em equilibrio liquido-vapor
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— regido supercritica do diagrama de fases — acima deste o composto ndo apresenta
diferenca entre um liquido e um gés, este € apenas um fluido homogéneo, o fluido
supercritico, FSC, Figura 9 (Nahar & Sarker, 2006; Ajila, et al., 2011; Azmir, et al., 2013).

Regido de
Fluido
Solido Liquido Supercritico

Pc —————

Pressdo

Ponto critico

/ i Gas

Te

Temperatura

Figura 9 — Diagrama de fases de presséo por temperatura de uma substancia pura, com representagdo do
ponto critico (Tc, Pc). Legenda: Tc — temperatura critia; Pc — presséo critica (Riera, et al., 2004).

Estes fluidos exibem propriedades termofisicas intermédias entre um gas e um liquido,
e sdo influenciadas por ligeiras variacoes de temperatura e/ou pressdo. Desta forma, os
FSC’s apresentam caracteristicas semelhantes as de um gés, como a
compressibilidade, a elevada difusidade, a tenséo superficial negligenciavel e a baixa
viscosidade, mas também propriedades similares as de um liquido, como a densidade
e 0 elevado poder de solvatagéo, tal como os solventes organicos (Azmir, et al., 2013;
Ajila, et al., 2011; Ignat, et al., 2011; Nahar & Sarker, 2006; Capuzzo, et al., 2013;
Wijngaard, et al., 2012).

Estas propriedades fazem com que os FSC’s sejam considerados solventes eficientes
e seletivos, por apresentarem um poder de dissolucdo equiparado ao dos solventes
organicos liquidos, bem como propriedades de transporte de um gas comum, que
favorece a extracdo dos compostos em tempos de extracdo menores, com rendimentos
mais elevados (Nahar & Sarker, 2006; Ajila, et al., 2011; Azmir, et al., 2013; Riera, et al.,
2004).

Os FSC’s podem ser produzidos por aquecimento e compressao de um fluido acima da
sua temperatura e pressao critica. Diversas substancias foram utilizadas como FSC,

nomeadamente, etano, propano, butano, pentano, 6xido nitroso, amoniaco, éter
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dimetilico, trifluorometano, agua e CO; (Ajila, et al., 2011; Nahar & Sarker, 2006). Destas
substancias, o CO. supercritico € o fluido mais utilizado nos processos de extragédo
supercritica (ESC). Este apresenta constantes criticas (T. = 304,2 K; P. = 7,4 MPa)
relativamente baixas quando comparadas com as de outros solventes supercriticos, o
que permite a extracdo de compostos termoldbeis com uma menor probabilidade de
degradacdo, mas também compostos termicamente estaveis e de elevado ponto de
ebulicdo (Azmir, et al., 2013). A sua selecao também esta associada por ser um fluido
nao inflamavel, ndo téxico, ndo corrosivo, relativamente inerte e disponivel com elevada

pureza a um baixo custo (Riera, et al., 2004; Capuzzo, et al., 2013)

O COg; supercritico € também um solvente com carater ndo polar, que o torna ideal para
a extracdo de compostos lipofilicos e de substancias ndo polares, mas inadequado para
compostos polares. Assim, sdo frequentemente adicionadas pequenas percentagens
(1-10%) de modificadores, também conhecidos como co-solventes, que permitem
aumentar tanto a polaridade do CO, supercritico como o0 seu poder de solvatacdo para
0s compostos de interesse, facilitando a extracdo de compostos com diferentes
polaridades. Os modificadores mais usados sdo solventes polares, como metanol,
etanol, acetato de etilo e acetona (Nahar & Sarker, 2006; Capuzzo, et al., 2013; Ignat,
et al., 2011; Wijngaard, et al., 2012; Ibafiez, et al., 2012).

Os processos de ESC recorrendo a tecnologias sofisticadas, especialmente os que
utilizam CO- supercritico, tornaram-se 0 método de escolha para o isolamento e a
extracdo de uma variedade de compostos bioativos a partir de plantas medicinais e
aromaticas (Nahar & Sarker, 2006). A utilizagdo destes processos tecnoldgicos de ESC,
comparativamente a outros métodos de extragdo convencionais, permite: i) a utilizacéo
de pequenas quantidades de amostra de planta para extracao; ii) a aplicagédo de CO;
supercritico que néo deixa residuos prejudiciais no extrato; iii) necessita de pequenas
guantidades de solventes orgéanicos; iv) a utilizagdo de temperaturas mais baixas e a
auséncia de ar possibilitam a conservagdo da estrutura dos compostos bioativos
presentes na planta. Estes processos sao reprodutiveis e automatizados e permitem o
controlo preciso das alteragcbes na temperatura e pressao. Deste modo, € possivel a
manipulacdo das propriedades do fluido, como a viscosidade e a densidade do FSC,
aumentando os rendimentos de extracdo e diminuindo os tempos de extracao. Também
é facil a recuperacao do extrato através da despressurizacdo do FSC, que pode ser
reciclado ou reutilizado minimizando a geracéo de residuos (Ajila, et al., 2011; Ibafiez,
et al., 2012; Nahar & Sarker, 2006; Ignat, et al., 2011).
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Contudo, o investimento de capital necessério para o estabelecimento deste método &
elevado, pois requer equipamentos sofisticados e elevadas pressbes de trabalho.
Assim, de forma a evitar maiores custos e gastos de energia na producédo do fluido
supercritico, € necessario um circuito elaborado de recirculagdo para a compressao do
solvente (Azmir, et al., 2013; Ajila, et al., 2011).

Existem diversos parametros que influenciam eficiéncia de extracdo de compostos
bioativos com fluidos supercriticos, e que necessitam de ser controlados, como por
exemplo, a temperatura, a pressao, o tamanho de particula, a quantidade da amostra
para extracdo e a sua humidade, a percentagem e o tipo de modificador, proporcao
solvente em relacdo a amostra, caudal do solvente e a duragédo da extracdo (Nahar &
Sarker, 2006; Ibafiez, et al., 2012)

32



3.3 Métodos de Andlise
3.3.1 Testes fitoquimicos preliminares

Os testes fitoquimicos preliminares permitem detetar as principais classes de
constituintes quimicos normalmente presentes em diferentes espécies de plantas,
através de reacdes entre 0s extratos provenientes destes materiais vegetais, com

reagentes ou solventes especificos para cada classe (Jones & Kinghorn, 2006).

Estes métodos sao realizados para diferentes classes de metabolitos secundarios, entre
as quais, esteroides, terpenos, taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, aclUcares
redutores, glicosidos cardiacos, fenois e taninos, entre outros constituintes. Para além
disso, estes testes sao rapidos e de facil execugéo e possibilitam uma analise qualitativa
aos extratos antes e apds a cromatografia em coluna liquida (o que permite evidenciar
0S compostos presentes em cada fracdo) ou em cromatografia de camada fina (por
pulverizacdo dos reagentes sobre as placas cromatogréficas) (Jones & Kinghorn, 2006;
Fabricant & Farnsworth, 2001). A presenc¢a ou auséncia de um determinado metabolito
podera ser detetada através da mudanca de coloragdo, por precipitacdo ou outro tipo
de reacdo (como formacéao de espuma). Contudo, por vezes ocorrem falsos-positivos
ou falsos-negativos o que torna dificil a avaliacdo dos mesmos. Assim sendo, uma
reacdo positiva ndo deve ser assumida como prova da presenca de um certo tipo de
metabolito secundario devido a outros tipos de compostos que podem estar presentes
e dar origem a reacOes falsas-positivas. Os falsos positivos geralmente ocorrem se
qualquer um dos componentes do extrato tem a capacidade de interagir de forma néo
especifica com o alvo molecular do ensaio. Do mesmo modo, alguns dos componentes
inativos podem dar origem a resultados positivos através da interacdo com certos
componentes do sistema de ensaio que ndo o alvo (Fabricant & Farnsworth, 2001;
Okigbo, et al., 2009; Jones & Kinghorn, 2006; Harborne, 1984).

Também é dificil relacionar uma determinada classe de constituintes quimicos com
atividades bioldgicas especificas, pois uma determinada classe pode ter uma vasta
gama de propriedades biologicos, que geralmente ndo sao previsiveis (Fabricant &
Farnsworth, 2001).

Atualmente, estes testes tém sido substituidos por técnicas mais modernas, que
possibilitam a identificagcdo da natureza quimica dos compostos existentes nos extratos
provenientes das plantas e monotorizagdo da presenca dos mesmos durante a fase de
extracdo, separacéo e isolamento (Fabricant & Farnsworth, 2001; Okigbo, et al., 2009;
Jones & Kinghorn, 2006).
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3.3.2 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que retardam, inibem, ou previnem a oxidacdo de
substancias oxidaveis, por eliminacao e/ou captura de radicais livres e diminuigcdo do
stress oxidativo (producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio como anido
radical superéxido, peroxido de hidrogénio, radical de hidroxilo), que estdo associados
ao aparecimento de varias doencas degenerativas (envelhecimento, Alzheimer,
doencas cardiacas e cancerigenas) nos seres humanos, bem como alteracdes
organoléticas e nutricionais nos alimentos (Dai & Mumper, 2010; Shi, et al., 2005;
Bondet, et al., 1997).

A producéo e a aplicacéo de antioxidantes sintéticos, hidroxitolueno butilado (BHT) e
hidroxianisol butilado (BHA), em varios setores, como na agricultura e na industria
alimentar resultou no aparecimento de efeitos adversos, devido a toxicidade das
mesmas e por serem cancerigenas. Assim, foram aplicadas restricdes no uso destes
produtos, 0 que originou uma tendéncia para substitui-los por antioxidantes naturais

(Tongpoothorn, et al., 2012; Velioglu, et al., 1998; Lemus-Mondaca, et al., 2012).

Nos ultimos anos, surgiu um grande interesse na pesquisa e identificagéo de possiveis
fontes de antioxidantes naturais a partir de varias espécies de plantas para uso em
produtos alimentares, cosméticos e farmacéuticos. Dentre estas, as plantas medicinais,
gue apresentam na sua constituicdo uma diversidade de compostos bioativos, sdo
atualmente alvo de estudo para avaliar as suas propriedades antioxidantes (Djeridane,
et al., 2006; Lemus-Mondaca, et al., 2012; Saeed, et al., 2012).

Embora ndo se saiba quais os compostos mais ativos das plantas, os antioxidantes
naturais presentes nas plantas podem ser polifendis, alcaloides, carotenoides ou
vitaminas (acido ascorbico ou tocoferol). Os polifenéis tém recebido cada vez mais
atencdo devido a algumas das suas atividades biolégicas (Djeridane, et al., 2006;
Velioglu, et al., 1998).

Os polifendis sdo os metabolitos secundarios mais abundantes e importantes no reino
vegetal e as suas quantidades podem variar nas diferentes partes das plantas e incluem
muitas classes de compostos, nomeadamente, acidos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, taninos, lignanas (Dai & Mumper, 2010; Ajila, et al., 2011, Shi, et al., 2005).
Este conjunto de compostos fendlicos sdo essenciais e responsaveis pelo crescimento,
reproducdo e defesa das plantas (por conferir resisténcia a radiacdo UV, na defesa
contra agentes patogénicos, predadores e parasitas), bem como a atribuicdo de cor,

cheiro e odor (Dai & Mumper, 2010; Ajila, et al., 2011). Estes também exibem uma
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variedade de propriedades bioldgicas importantes como antialérgico, anti-inflamataorio,
antimicrobiano, anti trombdético, anti cancerigeno, anti envelhecimento, anti
mutagenicidade, protetores cardiacos, efeito vasodilatador, que pode estar relacionado
com a sua atividade antioxidante (Ajila, et al., 2011; Velioglu, et al., 1998).

Os polifendis séo caraterizados por possuirem um ou mais anéis aromaticos com um ou
mais grupos hidroxilo e propriedades de oxidagao-reducdo, que influenciam as suas
propriedades antioxidantes, e assim podem atuar como agentes redutores ou doadores
de eletrdes ou hidrogénio. Além de inibirem e eliminarem os radicais livres, estes
também interferem na complexacdo de ides metalicos e na oxidacdo de lipidos e de
outras moléculas, atuando tanto na etapa de iniciagdo como na etapa propagacao do

processo oxidativo (Ajila, et al., 2011; Velioglu, et al., 1998).

Na identificacdo de espécies de plantas com potencial antioxidante, é dificil, caro e
ineficiente separar, detetar e quantificar cada componente antioxidante individualmente,
devido a complexidade da composi¢cdo quimica das amostras vegetais e a diversidade
de compostos fendlicos existentes. Também pode existir um efeito sinérgico entre os
diferentes compostos antioxidantes presentes na amostra vegetal bem como a
interferéncia de outras substéncias oxidadas. Desta forma, a determinacdo da
atividade/capacidade antioxidante de um composto isolado poderd nao refletir
exatamente a sua agdo antioxidante. Portanto, a atividade ou capacidade antioxidante
total da amostra podera ser maior do que a soma da atividade ou capacidade de cada
composto, quando medido isoladamente (Lemus-Mondaca, et al., 2012; Dai & Mumper,
2010; Apak, et al., 2013).

Varios métodos analiticos tém sido utilizados para determinar e avaliar a atividade/
capacidade antioxidante de compostos quimicos especificos, como polifendis, ou

extratos de produtos naturais, como extratos vegetais, in vitro.

Dentre estes, o0 método do radical livre de 2,2 difenil-1- picrilhidrazil (DPPH-) € um dos
mais utilizados, e permite a avaliacdo do poder redutor de antioxidantes (Brand-
Williams, et al., 1995; Apak, et al., 2013; Prior, et al., 2005). Este método baseia-se na
capacidade de doacdo de eletr6es ou hidrogénios de uma amostra com potencial
antioxidante, na presenca de moléculas de radicais livres estaveis, o DPPHe, em
dissolucdo em metanol (Apak, et al., 2013; Brand-Williams, et al., 1995). O DPPH-
encontra-se disponivel comercialmente em forma de cristais e apresenta uma forte
coloracao violeta, tanto em solido como em solucéo, e a sua exposicéo a luz deve ser a

minimo possivel, de modo a evitar a sua degradacéo (Gibbons, 2006).
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O efeito dos antioxidantes presentes na amostra no DPPHe, permite a sua neutralizagao
para DPPH-H, ocorrendo uma mudanca de coloragdo para amarelo. Esta mudanca de
coloragédo traduz-se num decréscimo da absorvancia ao longo do tempo, normalmente
30 minutos, que é determinado por espectrometria a 517 nm (absorvancia méaxima) até
a mesma ser constante. Quanto mais rapido diminuir a absorvancia, maior sera a
atividade antioxidante, bem como a concentracdo das substancias antioxidantes
presentes na amostra (Saeed, et al., 2012; Apak, et al., 2013; Fontana, et al., 2013). A
atividade antioxidante pode ser determinada em termos de quantidade ou concentracao
de antioxidantes necessaria para inibir 50% da concentracéo inicial de radicais livres de
DPPH+ em solucao, ICsp, em g extrato/mmol de DPPH, através da percentagem de

inibicdo, que é dada pela expresséao (1):

% Inibicio = (Acontrolo - Aamostra) % 100 D

Acontrolo

No qual a Acontrolo € @ absorvancia de DPPH+ no metanol e Aamosta € @ absorvancia de
DPPHe+ na amostra com capacidade antioxidante (Veggi, et al., 2011). Desta forma, uma
atividade de eliminacao de radicais DPPH elevada, esta relacionado a um menor valor
de ICso, 0 que corresponde a uma elevada atividade antioxidante. O &cido ascoérbico e
o BHT sdo os compostos normalmente utilizados como antioxidantes de referéncia
(Apak, et al., 2013; Lemus-Mondaca, et al., 2012; Mechergui, et al., 2010; Saeed, et al.,
2012).

O método do radical livre de DPPH- é de facil execugao, muito reprodutivel, permite a
avaliacdo de véarias amostras num curto periodo de tempo e é altamente sensivel, pois
permite detetar antioxidantes naturais mesmo a baixas concentracdes. Também ao
realizar-se a temperatura ambiente, elimina o risco de degradacdo térmica dos
compostos antioxidantes. Os resultados obtidos em termos de avaliacdo da atividade
antioxidante sdo comparaveis com outros métodos (Villafio, et al., 2007; Fontana, et al.,
2013; Lemus-Mondaca, et al., 2012; Bondet, et al., 1997).

Uma das desvantagens deste método é o facto de o mesmo néo ser seletivo, uma vez
que a molécula de DPPH?- tanto pode ser neutralizada por reagdes radicalares, como de
oxidacdo-reducdo, bem como outro tipo de reacfes. Além disso, pelo facto das
moléculas de DPPH+ serem volumosas, e acessibilidade estereoquimica ser um dos
fatores determinantes na reacdo, moléculas menores podem ter um maior acesso ao
local do radical, apresentando uma melhor atividade do que as moléculas maiores (Prior,
et al., 2005; Saeed, et al., 2012; Apak, et al., 2013).

36



Outro método é o ensaio de Folin-Ciocalteu, também conhecido por ensaio de fendis
totais, que apesar de ser considerado um método de avaliacdo da capacidade
antioxidante, € usado frequentemente na determinagdo do teor total de compostos
fendlicos de uma amostra com potencial antioxidante (Prior, et al., 2005; Dai & Mumper,
2010).

O ensaio de Folin-Ciocalteu é facil de executar, sensivel e reprodutivel e tem sido
amplamente utilizado para a quantificacdo de compostos fendlicos presentes em
produtos naturais, como 0s extratos vegetais (Prior, et al., 2005; Dai & Mumper, 2010).

Esta técnica tem como mecanismo base a reacdo de oxidacdo-reducdo durante um
tempo definido, normalmente 30 minutos, em meio alcalino, entre o reagente de Folin-
Ciocalteu de coloracdo amarela (mistura de complexos acidos de fosfomolibdico/
fosfotlingstico) que é reduzido e os polifendis presentes no extrato vegetal que séao
oxidados, resultando na formacdo de complexos de cor azul (de fosfotungsténio e
fosfomolibdénio, [([PMoW11040)47]). A intensidade da cor é proporcional a concentracao
de compostos fendlicos presentes na amostra, sendo determinada por espectroscopia
a 765 nm (absorvancia maxima), e expresso em equivalentes de &cido galico (EAG),
composto de referéncia para comparagao, por grama de extrato (Dai & Mumper, 2010;
Blainski, et al., 2013; Prior, et al., 2005).

Contudo, o reagente de Folin-Ciocalteu por ndo ser especifico apenas para compostos
fendlicos, quando aplicado em amostras complexas pode reagir com outras substancias
redutoras, tais como agucares, aminas aromaticas, vitaminas, metais para complexagéo
ou metais possiveis de serem complexados, que poderao causar um efeito inibitério ou
aditivo e assim influenciar a quantificagédo do teor de fendis totais (Dai & Mumper, 2010;
Saeed, et al., 2012; Prior, et al., 2005).

De modo a obter resultados fiaveis e previsiveis sdo estabelecidas algumas condigdes,
entre as quais: i) volume adequado de reagente alcalino e do reagente de Folin-
Ciocalteu; ii) tempo e temperatura 6tima de reagéo para desenvolvimento da cor; iii)
monotorizacdo das absorvancias a 765nm; iv) utilizacdo do acido galico como padrao

de referéncia de fenol (Prior, et al., 2005).
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3.3.3 Atividade antimicrobiana

Os antibidticos continuam a ser a principal terapia utilizada no tratamento de infe¢des
microbianas, tanto bacterianas como fungicas (Khan, et al., 2009). No entanto, a sua
utilizacdo excessiva, indiscriminada e generalizada, nas Gltimas décadas, resultou no
desenvolvimento e no aumento da resisténcia contra diversos grupos de
microrganismos patogénicos, tornando-os cada vez menos eficazes (Bhalodia, et al.,
2011; Gaikwad, et al., 2012). Este facto, associado a efeitos secundarios resultantes da
sua utilizacao, como por exemplo reacdes alérgicas, impulsionou a pesquisa de novas
substancias antimicrobianas provenientes de varias fontes naturais (Pandey & Kumar,
2013; Ghosh, et al., 2008).

As plantas medicinais sdo atualmente um dos maiores recursos naturais utilizados na
sintese de novos agentes terapéuticos (Pandey & Kumar, 2013; Rios & Recio, 2005). A
diversidade de compostos biologicamente ativos presentes nestas plantas, representam
uma alternativa promissora para a descoberta e o desenvolvimento de potenciais
agentes antimicrobianos, com menores efeitos adversos, com menor probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia e com novas estratégias de controlo de infecdes
microbianas (Pandey & Kumar, 2013; Gaikwad, et al., 2012; Ghosh, et al., 2008).

Deste modo, nos ultimos anos, tém sido avaliadas as propriedades antibacterianas e
antifingicas de extratos das diferentes partes das plantas medicinais, bem como dos
seus compostos bioativos isolados, através de ensaios de atividade biolégica, como os
testes de suscetibilidade antimicrobiana, que permitem a detec@o destas substancias
biologicamente ativas mesmo que se encontrem em pequenas concentracdes (Pandey
& Kumar, 2013; Rios & Recio, 2005; Hossain, et al., 2012).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana permitem a determinacéo da eficacia de
potenciais novos agentes antimicrobianos contra qualquer tipo de organismo
patogénico, que contribua para um processo infecioso, desde que seja assegurada a
sua quimioterapia antimicrobiana e que a sua suscetibilidade seja desconhecida. Estes
testes sdo adequados para organismos patogénicos que demonstrem resisténcia a

agentes antimicrobianos normalmente utilizados. (CLSI, 2012; Pandey & Kumar, 2013).

Um dos testes de susceptibilidade antimicrobiana mais utilizados para a analise da
atividade antimicrobiana de agentes antimicrobianos naturais, como 0s extratos
vegetais, € o método de microdiluicdo em caldo. Este método consiste na medi¢cédo
guantitativa da atividade de um agente antimicrobiano perante um organismo

patogénico isolado in vitro (CLSI, 2012), baseando-se na determinacao da concentracao
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minima inibitéria (CMI) que é definida como “A concentracdo mais baixa de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo por diluicdo em
caldo num teste de suscetibilidade”, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012; CLSI, 2012a) e National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2002).

7

Esta técnica €& realizada em microplacas estéreis de 96 pogos, disponiveis
comercialmente, em que sdo adicionadas series de diluicbes com diferentes
concentracdes dos agentes antimicrobianos, que sdo posteriormente inoculadas com
uma suspensado padrdao do microrganismo para teste. Apos incubac¢do das microplacas
a 35 + 2°C, durante um tempo definido, a CIM pode ser determinada por espectrometria
(CLSI, 2012), através da atividade antimicrobiana que pode ser determinada em termos

de percentagem de inibic&o, que é dada pela expressao (2):

x 100 (2

% Inibigio = [1 — (

Aamostra — Acontroto negativo>

Acontrolo positivo

No qual a Aamesra € @ absorvancia do crescimento microbiano na presenca do agente
antimicrobiano, Acontrolo negativo € @ absorvancia do agente antimicrobiano dissolvido no
meio de cultura e Acontrolo positivo qUE € a absorvancia do inoculo normalizado em meio de
cultura. Este resultado indica a percentagem de células microbianas que potencial
agente microbiano testado podera ser capaz de inibir (Talib & Mahasneh, 2010).

Este método € amplamente utilizado em laboratérios de microbiologia e apesar de ser
reprodutivel € influenciado pela metodologia empregue (CLSI, 2012). A sua utilizagéo
permite a reducgdo significativa das concentracbes e quantidades de agente
antimicrobiano e outros reagentes utilizados, bem como ensaio simultaneo de diversos
agentes antimicrobianos. Contudo, 0os agentes antimicrobianos que nao totalmente
soltveis podem interferir na leitura da turbidez, como é o caso dos extratos vegetais,
levando a uma interpretacéo dificil. Desta forma, € necesséaria a presenca de um
controlo negativo, ou seja, de um extrato dissolvido em meio de cultura sem
microrganismo (CLSI, 2012; Pandey & Kumar, 2013; Jorgensen & Ferraro, 2009;

Sanchez & V. Kouznetsov, 2010).

Outro método muito utilizado é o da difusdo de disco em agar que permite testar in vitro
organismos patogénicos comuns de crescimento rapido, sendo aplicado habitualmente
em muitos laboratérios de microbiologia. E um método reprodutivel e faciimente

empregue e baseia-se na presenca e auséncia de uma zona de inibicdo do crescimento
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microbiano, considerando também o tamanho da zona de inibicdo (CLSI, 2012a; Bauer,
et al., 1966).

Esta técnica consiste na colocacédo de disco de papel de filtro estéreis na superficie de
uma placa de agar, previamente inoculada com uma suspensdo padrdo do
microrganismo teste. O agente antimicrobiano é posteriormente adicionado sobre os
discos, e estes difundem-se para o agar inibindo o crescimento microbiano. Apds a
incubacao, durante um tempo definido a 35 + 2°C, a suscetibilidade do microrganismo
€ avaliado através do didmetro das zonas de inibicdo de crescimento microbiano em
torno de cada disco, que sao medidos com uma régua ou craveira (CLSI, 2012a;

Jorgensen & Ferraro, 2009).

As vantagens deste método sdo a sua facilidade de execucdo, facil interpretacéo de
resultados e o seu baixo custo. Contudo, este teste ndo é automatizado ou mecanizado
e pode nao ser adequado para organismos de crescimento lento (Jorgensen & Ferraro,
2009).

Este teste nem sempre é indicado na determinacdo da atividade antimicrobiana de
agentes antimicrobianos naturais, como 0s extratos vegetais, principalmente os
aquosos, ou 6leos essenciais, por se tratarem de misturas complexas, sendo que os
compostos podem apresentar diferentes polaridades e afetar deste modo a difusdo dos
mesmos para 0 meio de cultura. Assim, os compostos com menor polaridade podem
difundir-se mais lentamente que os mais polares no agar. Este facto pode igualmente
acontecer em antibidticos de referéncia ou outros compostos ou moléculas menos
polares (Pandey & Kumar, 2013; Klancnik, et al., 2010; Sanchez & V. Kouznetsov,
2010). Existem outros fatores que que influenciam o resultados no método de difusao
de disco em agar, entre os quais, i) o tipo de agar; ii) a presenca de sais e a concentracao
dos mesmos; iii) temperatura de incubacéo; e iv) tamanho molecular dos componentes

dos agentes antimicrobianos (Eloff, 1998).

Estes ensaios quando utilizados para avaliagdo de produtos naturais, extratos ou
compostos isolados, ndo sdo quantitativos pois apenas indicam se existe inibicdo de
crescimento microbiano. Para obtengdo de resultados mais fidveis neste teste, os
didmetros da zona de inibicdo podem ser associados com as concentracdes inibitorias
minimas (MICs) com microrganismos conhecidos por serem suscetiveis ou resistentes

a varios agentes antimicrobianos (CLSI, 2012a; Pandey & Kumar, 2013).
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4 Parte Experimental

4.1 Recolha, identificacdo e armazenamento das amostras vegetais de

Jatropha gossypiifolia

Os ramos de Jatropha gossypiifolia foram colhidos em Outubro de 2012 em Luanda pela
Dr.2 Rosalina Mata, professora do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias
da Universidade Agostinho Neto. A sua identificacdo foi realizada pela boténica Dr.2
Francisca Monteiro, professora do Departamento de Biologia da mesma instituicao, que

0s caracterizou botanicamente como Jatropha gossyypiifolia L.

As folhas do material vegetal recolhido foram limpas e secas a temperatura ambiente e
ao abrigo de luz em local seco. Estas foram trituradas num moinho convencional até
obtencéo de pequenos fragmentos, sendo posteriormente armazenadas num recipiente

fechado, ao abrigo de luz e humidade.

4.2 Determinacdo do teor de humidade das folhas de Jatropha

gossypiifolia

O teor de humidade das folhas trituradas de J. gossypiifolia foi determinado pelo
processo termogravimétrico utilizando uma balancga eletronica (Kern MRS 120-3), pela
selecdo do programa de aquecimento “Standard” a uma temperatura de 105°C.
Realizaram-se trés ensaios, e em cada um dos mesmos usaram-se folhas néo

processadas. (Anexo B, Tabela B1)

4.3 Preparacdo dos extratos de Jatropha gossypiifolia por maceracéo e

extracdo liquido-liquido

O material vegetal triturado (260.82 g) foi extraido por maceragéo duas vezes com 500
mL de metanol 99.9% (Merck) durante 20 dias (3 semanas). O extrato de metanol foi
obtido apos filtracdo das solugdes e evaporagdo do solvente a vacuo num aparelho rota-
vapor (Buchi rotavapor R-200; Buchi vacum pump V-500; Buchi vacum controller V-800)

a 40°C até a secura.

Para uma separacao prévia de compostos bioativos deste extrato, recorreu-se a técnica
de extracdo liquido-liquido, de forma sequencial, com solventes de diferentes
polaridades, nomeadamente, n-hexano 98.0% (Merck), cloroformio 99.0 — 99.4%
(Merck) e acetato de etilo 99.8% (Merck), sendo o extrato de metanol inicialmente
dissolvido em metanol:dgua (90:10). Para obtencdo dos extratos evaporaram-se a

vacuo os solventes de cada fase num aparelho rota-vapor a 40°C até a secura.
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4.4 Testes fitoquimicos preliminares aos extratos de Jatropha

gossypiifolia

Os extratos foram submetidos a testes fitoquimicos preliminares com reagentes
apropriados para cada classe de compostos, preparados de acordo com Matos, F.
(1997). (Matos, 1997) Os resultados foram classificados por avaliacdo qualitativa numa
escala variavel entre a auséncia de compostos (-) e a presenca de compostos (+).

4.4.1 Operacdes preliminares

Os extratos obtidos foram dissolvidos para uma concentracdo de 1 mg/ mL com metanol
0s extratos de metanol e acetato de etilo e cloroférmio os extratos de hexano e
cloroformio. As solugdes foram colocadas em banho-maria até evaporagdo do solvente
para metade do volume. Posteriormente, as solu¢des foram ajustadas para um pH 4.0
e depois filtradas. Tanto os filtrados como os residuos insollveis foram guardados até
serem usados. Os filtrados foram distribuidos para diferentes tubos. Os tubos que
sofreram este tipo de tratamento permitiram a identificagdo a presenca dos seguintes
compostos: flavonoides, saponinas, fendis e taninos. Para a identificacdo da presenca
de acucares redutores, esteroides e terpenos, e glicésidos cardiacos utilizaram-se entre
0.5 e 1 mg de extratos secos.

4.4.2 Teste parafendis e taninos

Em tubos com cada uma das solucfes de extratos, apOs o seu tratamento preliminar,
juntaram-se trés gotas de solucdo alcodlica (etanol) de cloreto de ferro Il (FeCls) a 1%
(Merck). Agitaram-se e observou-se que nha presenca destes compostos ha o
aparecimento de uma coloragdo entre azul e o vermelho, que indica a presenca de

fendis, e de um precipitado azul e verde, que confirma a presenca de taninos.
4.4.3 Teste para flavonoides

Em tubos com cada uma das solu¢cdes de extratos, que sofreram as operacgdes
preliminares, adicionou-se um pouco de magnésio em fita (Merck) e 0.5 mL de &cido
cloridrico (HCI) 32% (Merck) concentrado. Esperou-se até ao final da reacdo que é
caraterizada pela presenca de efervescéncia e observou-se a mudanca de coloragéo

das solugbes para vermelho indicando a presenca destes constituintes.
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4.4.4 Teste para esteroides e terpenos

Em tubos com diferentes tipos de extrato seco adicionaram-se 10 mL de cloroférmio,
filtraram-se as solucdes usando um funil tapado com algodédo e coberto com alguns
miligramas de sulfato de sédio (Na>SO.) anidro (Merck). Em seguida adicionou-se 1 mL
de anidrido acético ((CHsCO),0) (Merck), agitaram-se suavemente as solucdes e
juntaram-se trés gotas de acido sulfurico concentrado (H.SOs) (Merck), e foram
novamente agitados. Observou-se o0 aparecimento de uma coloracdo azul seguido

numa cor verde permanente, indicando a presenca destes compostos.
4.45 Teste para saponinas

Os residuos insoluveis obtidos na operacéo anterior, foram dissolvidos em 5 mL de agua
destilada e filtrados de seguida para um tubo de ensaio. O tubo foi agitado durante dois
minutos e observou-se a formacao de uma espuma persistente e abundante indicando

a presenca de saponinas.

Realizou-se o teste confirmatério adicionando 2 mL de &cido cloridrico (HCI) 32%
(Merck) aos tubos que tinham o contetdo anterior e foram colocados em banho-maria
durante uma hora. Deixou-se arrefecer, neutralizou-se e agitou-se novamente. A
auséncia de espuma e a formacdo de precipitado confirmou a presenca destes

COMpOStos.
4.4.6 Teste paraglicosidos cardiacos

Em tubos com diferentes tipos de extrato seco adicionaram-se 5 mL de metanol e
filtraram-se as solu¢cdes onde ocorreu precipitagdo. Em seguida adicionaram-se
algumas gotas do reagente de Keede (modo de preparagéo encontra-se no Anexo C,
ponto C1. N&o se observou o aparecimento de nenhuma coloragéo roxa intensa, o que

indicou a auséncia destes compostos nos extratos.
4.47 Acgucares redutores

Em tubos com diferentes tipos de extrato adicionaram-se 5 mL de agua destilada,
filtraram-se as solucBes onde ocorreu precipitacdo e adicionaram-se 4 mL de reagente
de Fehling (o modo de preparagédo encontra-se no Anexo C, ponto C2. O aparecimento

de uma cor vermelho tijolo indicou a presenca de aglcares redutores.
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4.5 Fracionamento dos extratos de Jatropha gossypiifolia

O extrato n-hexano (EH) (6.88 g) foi separado numa coluna cromatogréfica preenchida
com silica gel 13% em Sulfato de Calcio (CaSO,4) (BDH Chemicals) e eluida com n-
hexano 98.0% (Merck), tolueno 99.5% (Merck), acetato de etilo 99.8% (Merck) e metanol
99.9% (Merck), com combinacdes dos solventes de forma a obter diferentes polaridades
e consequentemente melhores capacidades de separacdo e afinidades (Anexo D,
Tabela D1).

Desta separacao resultaram 60 fracOes finais de 250 mL cada (Anexo D, Tabela D1),
qgue foram previamente concentradas num aparelho rota-vapor e sujeitas a
cromatografia de camada fina (TLC) em placas de silica gel submetidas a misturas de
eluentes apropriadas (n-hexano 98.0% (Merck), tolueno 99.5% (Merck) e acetato de
etilo 99.8% (Merck) e reunidas de acordo com os seus fatores de retencdo. As placas
de TLC (Macherey — Nagel, for TLC-Sheets, Pre-coated aluminium, layer:0.20 mm silica
gel 60 with fluorescent indicator UV2s4) foram reveladas sob a luz fluorescente de UVass
e por pulverizagdo das mesmas com uma solugcdo de acido fosfomolibdico) (Fisher
Scientific) (Anexo D, Figura D1).

As fragbes EHs e EHseluidas com n-hexano: tolueno (7:3) e (5:5) respetivamente, foram
submetidas a uma segunda cromatografia de coluna em silica-gel com éter de petréleo
40 — 60°C (BDH Chemicals) e tolueno 99.5% (Merck) com diferentes composicdes
Anexo D, Tabela D2 e D3). Destas separacdes resultaram 100 fracdes no primeiro caso
(Anexo D, Tabela D2) e 113 no segundo caso (Anexo D, Tabela D3), ambas de 100 mL
cada, sendo que as mesmas foram concentradas num aparelho rota-vapor e sujeitas a
TLC em placas de silica gel submetidas a misturas de eluentes apropriadas (n-hexano,
tolueno e acetato de etilo) e reunidas de acordo com os seus fatores de retengéo. As
placas foram submetidas ao mesmo tipo de procedimento das placas de n-hexano
(Anexo D, Figura D2 e D3).

O extrato cloroférmio (EC) (5.73 g) foi também separado numa coluna cromatografica
em silica gel e eluida com diferentes proporcdes de éter de petréleo e tolueno (Anexo
D, Tabela D4). Esta separacdo resultou em 176 fracdes de 100 mL cada (Anexo D,
Tabela e D4), sujeitas ao mesmo tratamento das fracdes n-hexano, como descrito

anteriormente (Anexo D, Figura D4).

Na Figura 10 encontra-se uma esquematizacdo dos extratos obtidos e o seu

fracionamento.
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Folhas secas e moidas

de J. gossypiifolia
(260.82 g)

i) Extragdo com Metanol

ii) Evaporagéo

Extrato Metanol
(23.55g)

Dissolugao em Metanol:Agua (90:10)

Fase
Metanol:Agua

Extragdo com n-Hexano

Fase
Metanol:Agua

Fase n-Hexano

~ Extragdo com Cloroférmio
Evaporagao

Extrato
n-Hexano (EH)

(7.10g) Fase Fase )

Cloroférmio Metanol:Agua
Fracionamento
) i) Evaporagéo
Evaporagéo i) Extracdo com Acetato de Etilo

Extrato
Cloroférmio (EC)

Fr. EH1 - EHG0

(6379) Fase Acetato de

Fracionamento Etilo Fase Aquosa
Fr. EH3 Fracionamento
EC x x
Evaporagéo Evaporagéo
Fr. EH3.1-EH3.99 (5.73)
Fr. EH4 Extrato Acetato Extrato
Fr. EC1 - EC160 de Etilo (EAE) Aquoso (EAq.)

(0.80 g) (4.209)

Fr. EH4.1-EH4.114

Figura 10 — Representagdo esquemética dos extratos obtidos de Jatropha gossypiifolia e o seu
fracionamento.
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4.6 Breveandlise e caraterizacdo das fracdes de Jatropha gossypiifolia por

Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (GC-MS)
4.6.1 Preparacdo das amostras para analise

As amostras das fracBes obtidas por cromatografia em silica gel foram derivatizados
com uma  mistura de N,O-bis-trimethylsilyl-trifluoroacetamide ~ (BSTFA):
trimetilclorosilano (TCMS) (99:1) (Supelco) antes de serem submetidas a andlise por
GC-MS. Desta forma, adicionaram-se 0.1 a 0.5 mL de reagente sililante para 10 a 50
mg de amostra e solvente (piridina). Aqueceu-se durante 20 minutos a uma temperatura

compreendida entre 60 e 80°C.
4.6.2 Identificacdo e quantificacdo dos componentes por GC-MS

A identificagcdo e quantificacdo dos componentes das fracdes e dos extratos obtidos por
extracao supercritica e maceragéo sucessiva foram realizadas separadamente, por GC—
MS e andlise de GC-FID (Cromatografia Gasosa com Detetor de lonizacdo de Chama),
respetivamente, num Thermo Trace Ultra Polaris lon Trap GC-MS/FID, a partir de

Thermo Finnigan (Austin, Texas).

Para a identificacdo dos analitos foi usado o programa de pesquisa de espetros de
massa NIST/ EPA/ NIH Mass Spectral Library versédo 2.0a de Setembro de 2001, do
National Institute of Standards and Technology (NIST), assim como bibliotecas

construidas com padrdes de referéncia no laboratério

A separacdo dos compostos por cromatografia gasosa foi realizada numa coluna
Phenomenex ZB-5HT (Inferno), 30 m, 0.25 mm de didmetro interno, 0.10 um de pelicula,

com hélio como géas de transporte com uma taxa de fluxo constante de 1.0 mL/ min.

A técnica de injecéo split e o forno do mesmo cromatégrafo foram programados com
uma temperatura de 70°C, durante 1 min, 10°C/min a 100°C, 5°C/min até 350°C,
durante 5 minutos. O injetor, o detetor FID e a interface GC-MS apresentavam
temperaturas de 320°C, 320°C e 280°C, respetivamente (Wood, et al., 2001).
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4.7 Extracdo supercritica das folhas de Jatropha gossypiifolia e a sua

sucessiva maceragao

A extracdo supercritica foi realizada no equipamento Applied Separation Spe-ed SFE,
gue efetua estudos com temperaturas até aos 120°C e pressdes até 600 bar.

O forno do extrator tem capacidade para dois vasos extratores (células de extracdo) em
linhas separadas, que por sua vez apresentam controladores de caudal independentes
para cada uma das linhas, as valvulas micrométricas. Para uma melhor vedacao do
sistema foram colocados O’Rings no topo e na base dos vasos extratores. Estes
também possuiam dois frit’'s de metal (filtro de 5 um) em cada extremidade, para que
nao ocorresse retorno ou arrastamento do soluto que ndo se encontrasse dissolvido no

solvente.

O esquema que se segue representa o principio de funcionamento do equipamento de

extracdo supercritica a escala laboratorial.

)
sl

Figura 11 — Esquema representativo do equipamento de extracgéo supercritica (Legenda: C — compressor;
E — extrator; S — separador; BP — regulador de pressao (“Back-Pressure”); MM — vélvula micrométrica; MV
— caudalimetro; Tot — totalizador; Tl — indicador de temperatura; PT — mandémetro) (Marques & Coelho,
2011).

O equipamento e os compressores foram ligados previamente, bem como impostas as

condicOes de temperatura pretendidas.

Esperou-se até a estabilizacdo da temperatura pretendida, depois de garantido que o
sistema estava termicamente estavel, impds-se a pressdo de trabalho na célula e

deixou-se estabilizar cerca de 20 minutos, para uniformizagéo das condi¢des impostas.
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O funcionamento do sistema descreve-se em trés fases:

e Compressao do gas — Compressao inicial do fluido por meio de um compressor
auxiliar da Jun-Air, modelo OF302, que eleva a pressao do gés até 7 bar para
ativacdo do compressor (C) da Applied Separations, modelo Spe-ed SFE, (que
s6 efetua compressdes de gases acima dos 7 bar). Este Gltimo comprime o gas
até a pressédo desejada de funcionamento do extrator (E).

¢ Aquecimento — ApGs a compressao do gas até a pressdo desejada, este segue
para o extractor (E) da Applied Separation Spe-ed SFE, modelo Spe-ed SFE-2,
onde sera aquecido até a temperatura pretendida. A amostra a estudar é
previamente introduzida na célula E, que posteriormente € colocada no interior

do forno.

e Extracdo — Depois de o gas atingir as condi¢cbes criticas de temperatura e
pressdo, este percorre a célula que contém a amostra e solubiliza-a, sendo a
mesma posteriormente recolhida pela valvula micrométrica (MM). O separador
(S) é um filtro da Applied Separations, modelo Spe-ed SFE phase extraction, que
permite a saida, a recolha da amostra precipitada, enquanto o gas é enviado
para o caudalimetro e medidor de géas total. O caudal e o volume total de CO-
sdo medidos num equipamento da Alicat Scientific, modelo M-5SLPM-D, que
tem como fungdo de caudalimetro (MV), e possibilita a medicdo do caudal

instantaneo e o volume total gasto de gas a+ 5 mL.

O vaso extrator foi preenchido previamente com la de propileno em cada extremidade e
amostra de folha triturada no centro (entre 11.0 e 13.0 g). Ap6s o seu enchimento este
foi montado no interior do forno, e de forma a facilitar a sua instalagdo foi fixada

inicialmente a parte inferior e s6 depois a parte superior.

As extracdes supercriticas foram realizadas de forma sequencial em duas etapas, a uma
temperatura de 313.15 K e a uma presséo de 300 bar (30 MPa), inicialmente com CO:
puro 99,995% fornecido pela Gasin (Matosinhos, Portugal), seguindo-se CO, com
modificadores (co-solventes), CO.+madificadores, primeiro com metanol p.a 99.8 %
(Sigma Aldrich) e seguidamente com etanol p.a. 99.5 % (Panreac), ambos a 10% (v/v).
O caudal instantaneo de CO, no decorrer das extracdes foi de 1.0 dm®/min. Para a
injecd@o dos co-solventes na célula de extracdo, o sistema apresenta uma bomba (HPLC
PUMP K-501 Knaver), que permitiu a introducdo dos co-solventes no extrato a uma
pressdo de 300 bar (30 MPa) e a um caudal entre 0.28-0.30 dm®/min. Os ensaios foram

realizados em duplicado.
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Os extratos foram recolhidos num tubo em “U”, a pressdo atmosférica e a uma

temperatura controlada por meio de um banho de gelo.

O material vegetal que se encontrava no vaso extrator, apés os ensaios de extracdo
supercritica com COz+modificadores, foi recolhido e extraido por maceragdo com 200
mL de metanol p.a 99.8 % (Sigma Aldrich) e etanol p.a 99.5 % (Panreac), durante 6 dias

a temperatura ambiente.

Os extratos foram obtidos ap0és filtracdo das solucdes e evaporacao do solvente a vacuo
num aparelho rota-vapor a 40°C até a secura e em seguida secos sob azoto. A sua

gquantidade foi avaliada gravimetricamente com uma incerteza de £ 0.1 mg.

50



4.8 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de Jatropha

gossypiifolia
4.8.1 Meétodo do radical livre de DPPHe

A atividade antioxidante dos cinco de extratos J. gossypiifolia (obtidos previamente por
extracao supercritica e maceragao sucessiva), foi determinada através da reacao destes

com o radical livre estavel de DPPH’ (2 2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo ao descrito

por Brand-Williams et al. (1995) e Mensor et al. (2001), no entanto com algumas
adaptacoes.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo-méae de DPPH (Sigma Aldrich) em metanol p.a.
99.8% (Sigma Aldrich) de concentracdo de 100 umol/L. Esta solugéo foi preparada
diariamente. Desta solucdo fizeram-se diluicbes sucessivas para obtencdo das
concentracdes finais de 20, 40, 60 e 80 umol/L, sendo possivel a construcao de uma
curva de calibracdo (concentracdo (umol/L) em funcdo da absorvancia) (no Anexo G
encontra-se um exemplo), através da leitura da absorvancia das mesmas contra um
branco, metanol, no espectofémetro (Thermo Electron Corporation Evolution 300) a 517

nm.

Os extratos de J. gossypiifolia foram dissolvidos em metanol p.a. 99.8 % (Sigma Aldrich)

para preparacdo de pelo menos quatro solu¢des de concentracdes diferentes.

Foram adicionados em tubos, 4 mL da solucdo-mée de DPPH numa concentragédo de
100 pmol/L a 1 mL de solucdes de extrato de J. gossypiifolia de diferentes
concentragdes. Como controlo, foi preparado um tubo com 4 mL solugdo-mée de DPPH
de concentragdo 100 umo/L e 1 mL de metanol. As misturas foram agitadas num vortex

e as reacgdes ocorreram num local escuro e a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Ao fim deste tempo, procedeu-se a leitura das absorvancias das amostras num
espectrofotobmetro (Thermo Electron Corporation Evolution 300) a 517 nm, contra 0os
respetivos brancos, solugdes de 4 mL de metanol e 1 mL das solu¢des dos extratos de

J. gossypiifolia de diferentes concentragfes, previamente preparadas.

Os testes foram realizados em triplicado e a atividade antioxidante de cada amostra foi
determinada em termos de ICso (percentagem de inibicdo) que corresponde a
gquantidade de extrato que inibe 50% do radical DPPH presente em solugcéo, expresso
em g extrato/mmol de DPPH, por meio da curva de calibragdo previamente construida

e por regressao linear (percentagem de inibicdo em fungéo da concentracéo de extrato).
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Para avaliar a sensibilidade do método foi utilizado o &cido ascoérbico (Panreac) e
hidroxitolueno butilado (BHT) 99.0% (Sigma Aldrich) como referéncia e procedeu-se de

igual forma como os extratos.
4.8.2 Determinacédo do teor total em polifendis

A quantidade de fendis totais dos cinco de extratos J. gossypiifolia (obtidos previamente
por extracdo supercritica e maceragdo sucessiva), foi determinada pelo método de
Folin-Ciocalteu descrito por Mechergui et al. (2010), segundo Dorman et al. (2003).

Comecgou-se por preparar uma solucdo-mée de acido galico (Sigma Aldrich) de
concentracao 5 g/L em metanol p.a. 99.8% (Sigma Aldrich), para ser usada como padrdo
e desta prepararam-se através de diluicdes sucessivas, solugbes com concentracdes
de 500, 400, 300, 200, 100, 75, 50, 25, 12.5 mg/L, para constru¢gdo de uma curva
(concentragdo (mg/L) em funcdo da absorvancia), por medi¢cdo da absorvancia das
mesmas a 765 nm usando um espectrofotbmetro (Thermo Electron Corporation
Evolution 300) (Anexo H).

Os cinco extratos de J. gossypiifolia foram dissolvidos em metanol p.a. 99.8 % (Sigma

Aldrich) para obtencéo de solugées com uma determinada concentracgao.

Em tubos colocaram-se 3.95 mL de &gua destilada, 250 uL de reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma Aldrich) e 50 yuL de cada uma das solucdes de extrato. Agitou-se
suavemente e deixou-se em repouso durante 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se
750 pL de uma solucdo aquosa de carbonato de sédio (Panreac) sobressaturada de
concentracéo de 0.25 mg/L, previamente preparada. As misturas foram agitadas num

vortex e as reagdes ocorreram em banho de agua a 40°C durante 30 minutos.

Deixou-se arrefecer durante 5 minutos e a absorvancia das amostras foi medida a 765
nm usando um espectrofotdmetro (Thermo Electron Corporation Evolution 300), contra
um branco com 4 mL 4gua destilada, 250 L de reagente de Folin-Ciocalteu, 750 pL de
solucéo de carbonato de sodio da solugéo, que foi previamente colocado num banho de

agua a 40°C durante 30 minutos e arrefecido.

Os testes foram realizados em triplicado e a quantidade total de compostos fendlicos foi
expressa em miligramas equivalente de acido galico (EAG) por miligrama de extrato de

planta e por 100 g de material vegetal (mg EAG/ 100 g material vegetal).
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4.9 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de Jatropha

gossypiifolia

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos cinco de extratos J. gossypiifolia
(obtidos previamente por extracao supercritica e maceragao sucessiva) testaram-se trés
espécies bacterianas Bacillus subtilis ATCC 9372, Escherichia coli HB 101,
Pseudomonas aeruginosa L10 (estirpe mutante), e uma espécie levedura:
Saccharomyces cerevisiae ATCC 24860.

Os ensaios de suscetibilidade foram realizados de acordo ao estabelecido nas normas
de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012; CLSI, 2012a) e National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002; NCCLS, 2004), mas com

algumas adaptacoes.

Para os métodos de suscetibilidade usados neste trabalho o in6culo foi preparado pelo
método de crescimento, que consistiu na selecdo de uma coldnia isolada de estirpes
puras de cada um dos microrganismos, de uma placa de agar de crescimento com
duracdo de 24 h. O material biologico selecionado foi posteriormente introduzido em
tubos com 10 mL de meio de cultura estéril (Himedia) para bactérias e extrato de
levedura estéril (Biokar) para a levedura. Seguiu-se a incubag&o overnight destes tubos
com os meios de culturas a 37°C para as bactérias e 25°C para as leveduras, até se
exceder a turbidez de um padréo 0.5 McFarland.

O ajuste do crescimento nos tubos, de modo a obter-se uma turbidez equivalente ao de
um padréo 0.5 McFarland (o modo de preparacao encontra-se no Anexo H), foi realizado
por adicdo de meio de cultura ou extrato de levedura estéreis, resultando numa
suspensdo de aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL para as bactériase 1 a5 x 108
UFC/mL para as leveduras. Esta etapa foi executada com auxilio de um
espectrofotdbmetro a 655 nm para as bactérias e a 550 nm para a levedura para se obter

uma maior precisao.

Desta forma, foi possivel obter-se o in6culo final para utilizar nos métodos de difuséo de

disco e da microdiluicdo em caldo.

As solucbes cuja composicdo se alterava com tratamento térmico utilizaram-se filtros

(Milipore).
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49.1 Meétodo de difusdo de disco

Para aplicagdo do método de difuséo de disco em agar teve-se por base o método de
Bauer et al. (1966) e as normas: i) M02-A11 (CLSI, 2012); e ii) M44-A (NCCLS, 2004).

Inicialmente, foram preparados os in6culos com uma turbidez de 0.5 McFarland. Cerca
de 15 minutos ap6s o ajuste de turbidez da suspensdo mergulhou-se um cotonete
estéril, para remocgdo do excesso de fluido do mesmo, e inocularam-se as superficies
secas de placas de petri com 4gar nutriente e agar de extrato de levedura, para as
bactérias e leveduras respetivamente. Antes de aplicar os discos, esperaram-se alguns
minutos para que o excesso de humidade presente na superficie do agar fosse
absorvida.

Os discos de papel de filtro (Whatman Grade 1) de didmetro de 6 mm, previamente
esterilizados foram dispostos uniformemente sobre a superficie de agar inoculada e
adicionados 15 pL de cada solucdo de extrato em cada disco, de controlo positivo e de
controlo negativo. Os extratos J. gossypiifolia foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
99.9% (DMSO) (Merck) de forma a obter uma concentracéo final de 60 mg/mL. Os
controlos positivos utilizados foram a Ampicilina (Sigma Aldrich) com uma concentracao
de 75 pg/mL para a Bacillus subtilis e Escherichia coli, Gentamicina (Sigma Aldrich,
10.5% &gua, 660 pug Gentamicina base/mg) com uma concentracdo de 330 pg/mL para
a Pseudomonas aeruginosa e Ciclohexamida (Sigma Aldrich, 98%) com uma
concentracdo de 330 pg/mL para a Saccharomyces cerevisiae. O solvente de
dissolugéo dos extratos, 0 DMSO foi usado como controlo negativo. As placas foram

incubadas a 37°C por um periodo de 18h para as bactérias e de 24h para a levadura.

O teste de cada microrganismo foi realizado em triplicado e o didmetro das zonas de
inibicdo foi medido em milimetros, incluindo o didmetro do disco, com a caixa de petri

invertida em cima de um fundo preto e com luz a refletir.
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4.9.2 Método da microdiluicdo em caldo

Para aplicacdo do método da microdiluicAo em caldo teve-se por base o método de
LjubiSa et al. (2009) e as normas: i) MO7-A9 (CLSI, 2012) e iii) M27-A2 (NCCLS, 2002).

Em microplacas de 96 pogos estéreis distribuiram-se 160 uL de meio de cultura estéril
(Himedia) para bactérias ou extrato de levedura estéril (Biokar) para a levedura em cada
poco com uma micropipeta multicanal, 20 pL de extrato de planta e 20 pL de inoculo,

previamente ajustado com uma turbidez de 0.5 McFarland.

Adicionalmente, adicionaram-se as placas um controlo negativo composto por 160 pL
de meio de cultura para bactérias ou extrato de levedura para a levedura, 20 pL de
extrato de planta e 20 uL de DMSO; e um controlo positivo constituido por 160 uL de
meio de cultura para bactérias ou extrato de levedura para a levedura, 20 L de inoculo
e 20 yL de DMSO.

Os extractos J. gossypiifolia foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) 99.9%
(Merck) para uma concentracao final de 5 mg/mL e procedeu-se a diluigbes sucessivas
de 1:2 dos mesmos, através da adicdo de DMSO até a concentragéo final de 0.08

mg/mL, obtendo-se assim uma gama de concentra¢des entre 5 mg/mL a 0.08 mg/mL.

O teste de cada microrganismo perante a presenca do extrato foi realizado em triplicado.
Para evitar que as placas secassem, estas foram tapadas e seladas e postas a incubar
a 37°C para as bactérias e 25°C para as leveduras, por um periodo compreendido entre
18h a 24h.

O crescimento microbiano foi determinado por um espectrofotometro (Bio-Rad Model
680 microplate reader) ao comprimento de onda de 655 nm para as bactérias e a 550
nm para a levedura. A CIM foi determinada como sendo a menor concentragéo de cada

extrato que inibe o crescimento de microrganismos, e foi expressa em mg/mL.
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5 Resultados e discusséao

5.1 Extratos de J. gossypiifolia obtidos por maceracgéo e extracao liquido-

liguido

A amostra de folhas de Jatropha gossypiifolia apresentava um teor em humidade de
10.790 (x 0.207) % (Anexo B, Tabela B1). E a extrac@o dos constituintes das folhas de
Jatropha gossypiifolia por macera¢éo, usando como solvente de extracdo o metanol,
permitiu a obtencdo de um rendimento global (em base seca) de 10.12%, em termos de
amostra de material vegetal inicial (Tabela 1). Este valor foi calculado como a razao
percentual entre a massa de extrato de metanol e a massa de material vegetal utilizado

para o processo extrativo.

Segundo Bucar et al. (2013) a utilizagdo de maceragdo para extracdo de produtos
naturais origina rendimentos baixos, como se constata neste trabalho. Desta forma, para
melhorar a eficiéncia do processo extrativo a adicdo de agitagdo ocasional ou constante
permitiria aumentar a solubilidade dos constituintes da amostra vegetal, com o
consequente aumento do rendimento. Também o aumento de volume de solvente, bem
como a realizacdo de varias extracdes exaustivas com solvente fresco poderia garantir
maximizacgao da extracdo de possiveis componentes (como metabdlitos secundarios) a
partir da amostra vegetal. Contudo, apesar dos baixos rendimentos resultantes desta
técnica de extracdo, a selecdo da mesma permite evitar a degradagéo dos possiveis
compostos termolabeis existentes na amostra vegetal inicial, pois o0 processo ocorre a
temperatura ambiente (Seidel, 2006). Em relagcéo ao solvente de extracdo selecionado,
como mencionado na introducéo deste trabalho, a escolha de um solvente polar como
0 metanol permite facilitar e maximizar a extragdo de uma variedade de componentes a

partir da amostra vegetal (Jones & Kinghorn, 2006; Seidel, 2006).

Apo6s a realizacdo da extracdo por maceracao recorreu-se a técnica de extragao liquido-
liguido sequencial com solventes de diferentes polaridades (n-hexano, cloroférmio e
acetato de etilo), de forma a separar o extrato de metanol em diferentes fracdes com

diferentes classes de compostos quimicos (Otsuka, 2006).

O extrato metanol foi inicialmente dissolvido em metanol:dgua numa proporc¢éo de 90:10
e posteriormente extraido com n-hexano, o que permite a obtencdo de uma fracao
constituida por compostos nao polares, como 6leos e ceras, alcanos de cadeia longa,
carotenoides, clorofilas, e outros componentes nao polares como os triterpendides —

este processo é muitas vezes referido como “desengorduramento”. A adicdo de agua
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em pequenas propor¢cdes ao metanol possibilita o aumento da imiscibilidade entre
metanol e o n-hexano para obtencdo de duas fases distintas, apesar destes dois
solventes ndo serem completamente misciveis. Seguiu-se a extracdo com cloroférmio
para oS componentes menos polares, e posteriormente com acetato de etilo para os
compostos com maior polaridade (Otsuka, 2006; Jones & Kinghorn, 2006).

ApGs os processos de extracao liquido-liquido descritos, os rendimentos obtidos em

relacdo ao extrato de metanol sdo os apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Rendimento na extragdo por maceracao e extracao liquido-liquido de J. gossypiifolia, em termos

de amostra de material vegetal inicial seca.

Extratos de J. gossypiifolia Rendimento (% base seca)
Metanol 10.12
n-Hexano 3.05
Cloroférmio 2.74
Acetato de Etilo 0.34
Aquoso 1.81

De igual forma, na Tabela 2 apresenta-se os valores dos rendimentos em relacdo ao

extrato de metanol.

Tabela 2 — Rendimentos para a extragdo liquido-liquido, em termos de extrato de metanol de J.

gossypiifolia.
Extratos de J. gossypiifolia Rendimento (%)?2
n-Hexano 30.96
Cloroférmio 27.78
Acetato de Etilo 3.49
Aquoso 18.32

a rendimento w/ w

E possivel constatar-se que 0s componentes da mistura apresentaram maior afinidade,
seletividade ou solubilidade preferencial para os solventes apolares, verificando-se que
existe uma diferenca pouco significativa entre o rendimento do extrato n-hexano e o

extrato cloroférmio.

Em relacdo ao solvente polar, constata-se que o solvente acetato de etilo apresentou
uma baixa solubilidade e seletividade para os constituintes da mistura, verificando-se
uma diferenca bastante significativa entre o rendimento do extrato acetato de etilo e 0
extrato do residuo aquoso, supondo-se que a maioria dos constituintes polares poderéo

ter ficado no residuo aquoso.
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Este facto podera estar associado com a presenca de uma diversidade de compostos
no extrato, alguns dos quais bastante complexos, com propriedades fisicas e quimicas
diferentes, como polaridades muito distintas entre os componentes do mesmo, o0 que
dificulta a recuperacéo e separacdo de todos estes compostos de forma adequada e
eficaz através desta técnica de extragdo. Contudo, este facto pode igualmente contribuir
para uma melhor separagcédo (Chaimbault, 2014; Otsuka, 2006).

Alguns dos rendimentos mais baixos dos solventes apolares poderéo resultar de uma
ineficiente separacdo de fases durante a execucdo desta técnica, uma vez que 0s
solventes sao passiveis de formar emulsdes, favorecendo a solubilidade dos compostos
existentes no extrato. Outro fator sera a possibilidade de ter ocorrido contaminagdes

durante a execugédo da técnica de extracao liquido-liquido.
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5.2 Andlise dos testes fitoquimicos preliminares aos extratos de J.

gossypiifolia

O estudo fitoquimico preliminar ao extrato de metanol das folhas J. gossypiifolia revelou
a presenca de varios compostos, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Andlise fitoquimica preliminar de diferentes extratos das folhas de J. gossypiifolia.

Extratos das folhas de J. gossypiifolia

Metanol n-Hexano Cloroférmio Acetato de Etilo
Flavonoides + - + +
Esteroides e terpenos + + + -
Saponinas + - + +
Fendis e taninos + - + +
AcUcares redutores + + + +

Glicésidos cardiacos - - - -

Auséncia de compostos (-) / Presenca de compostos (+)

Estes resultados podem ter sido influenciados pela técnica de separacdo empregue,
pelos solventes utilizados e a sua polaridade, bem como a dos compostos e a
complexidade dos mesmos, ndo esquecendo das suas propriedades fisicas e quimicas
(Chaimbault, 2014; Jones & Kinghorn, 2006).

Assim, através deste estudo foi possivel constatar-se no extrato cloroférmio, a presenga
da maior parte dos compostos (tanto polares como nao polares) com atividade biologica,
existentes igualmente no extrato metanol, revelando a afinidade dos respetivos

compostos com o cloroférmio.

Também deve-se ter em consideracao, como referido na introducao desta dissertacéo,
que auséncia ou presenca destes compostos testados pode ser resultante de interacdes
entre constituintes da amostra de extrato ou a presenca de um certo constituinte pode
anular a presenca de outro, dando origem a reacfes (ou resultados) falso-positivos ou
falso-negativos (Jones & Kinghorn, 2006).

A auséncia de glicosidos cardiacos nos extratos J. gossypiifolia pode dever-se a
degradacdo destes compostos durante os processos de extracdo liquido-liquido ou
processamento das amostras, ou pode estar relacionado com a justificacdo supra

mencionada.

Em qualquer um dos casos seria desejavel a realizagdo de mais testes e utilizagdo de
outros reagentes para reduzir o risco de resultados falsos-positivos e falso-negativos de

forma a confirmar os resultados obtidos.

59



Estes testes fitoquimicos preliminares ndo foram realizados ao extrato do residuo
aguoso, pois 0 mesmo sofreu um longo processo de separagao, o que pode ter dado
origem a eventuais degradacdes. Além disso, pelo ponto de ebulicdo da agua ser
relativamente alto, a concentragéo deste extrato foi dificil, 0 que pode ter aumentado a
probabilidade de ter ocorrido a formacdo de produtos indesejaveis, bem como a
decomposicao ou isomerizagdo de compostos presentes no mesmo (Jones & Kinghorn,
2006).

De acordo com Félix-Silva et al. (2014), estes metabolitos secundéarios ja foram
previamente detetados e identificados por testes fitoquimicos qualitativos ou andlises
gualitativas em extratos de folhas de J. gossypiifolia, inclusive os glicésidos cardiacos.
Contudo em alguns casos utilizam outras técnicas e/ou solventes de extracdo, ou 0s

mesmos hao sao especificados.
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5.3 Breve andlise a caracterizacdo por GC-MS das fragdes de J.

gossypiifolia

Iniciou-se a analise das diferentes fragdes obtidas no processo de extracdo e separagéo
referidas na seccéo 4.5, nomeadamente do diagrama simplificado da Figura 10. Nas
Figuras 12 e 13 estdo representados os cromatogramas obtidos por GC-MS para as

fragOes ECas e ECis.01.
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Figura 12 — Cromatograma das fragbes ECa.s obtidas por GC-MS, resultante da separacdo do extrato

cloroférmio (EC), por cromatografia em coluna em silica gel, usando como eluente tolueno/metanol (70:30).
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Figura 13 — Cromatograma das fragdes ECis.21 obtidas por GC-MS, resultante da separagdo do extrato

cloroférmio (EC), por cromatografia em coluna em silica gel, usando como eluente tolueno/metanol (70:30).
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A andlise das fragBes ECss.s0 € EC127-130 Nd0 foi conclusiva, ndo sendo possivel assim

obter uma correta identificagdo sem a repeticdo da anélise das mesmas.

Em relacdo as restantes frac6es analisadas (EHs; EHz24-26; EHs7; EHss; EHa.2.4; EHag;

EHas.10; EHa.14.18 € EH4.10-20) S80 apresentadas no Anexo E.

Da analise efetuada aos resultados obtidos verifica-se a existéncia de cromatogramas
semelhantes, com picos a tempos caracteristicos. Do estudo efetuado por MS pode-se
constatar que o pico ao tempo de retencdo, TR, 31.17 minutos, € indicado como um
ftalato. Este pico repete-se em maior ou menor percentagem em todas as amostras
analisadas. Considerando que os ftalatos sdo compostos sintéticos produzidos e
utilizados na industria dos plasticos e em laboratérios, pode-se inferir a existéncia de

gualquer contaminacdo de solventes ou material utilizado no processo de extragao.

Com maior intensidade ou menor para os diferentes tempos de retencdo os
cromatogramas comecam por apresentar dois componentes que sao identificados como

o acido benzoico (TR=8.34 min) e glicerol (TR=8.94 min).

Para os TR de aproximadamente 10.34 até 37.5 minutos os picos foram identificados
com uma série de hidrocarbonetos saturados que pode comegar no dodecano (Ci2H2s),
para o tempo de retencdo mais baixo, até ao hexacosano (CzHss). Contudo, esta
identificacdo ndo é viavel utilizando exclusivamente os picos de massa, considerando
gue as fragmentagfes séo iguais para estes compostos e serie de compostos, pelo que
sera necessario a utilizacdo de padrdes para encontrar correspondéncia para os tempos

de retencéo.

Para TR superiores, isto é, a partir de 39 e até 48 minutos foram identificados alguns
triterpenoides ou pelo menos alguma correspondéncia em termos de espectros de

massa.

Assim, ao TR = 43.95 minutos foi identificado C3oHs0; Mg=424.7 g; Olean-12-en-3-one
(4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,2,12a,14,14a,14b-
octadecahydro-2H-picen-3-one), cuja estrutura se encontra na Figura 14. Para o TR de
44.50 minutos, foi identificado o C3oHs00; Mg=426.7 g, a 36)-Olean-12-en-3-ol ou com

a designacao de B-amirina, cuja estrutura se encontra na Figura 15.
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O
H.C CH,
Figura 14 - Estrutura do Olean-12-e2n-3-one Figura 15 — Estrutura do 33-Olean-12-en-3-ol
(CapH420; Mg=424.7 g). (CaoH=00; Mg=426.7 g).

Estes compostos séo usualmente sintetizados a partir do esqualeno, que também foi
identificado nas amostras analisadas. Para além deste composto para os TR de 21.41
e 23.12 minutos foram identificados em quantidade significativa os acidos gordos: C16:0
palmitico e C18:1, acido oleico respetivamente.

Esta andlise dos extratos ndo foi continuada, considerando a necessidade de se ter

padrdes de hidrocarbonetos e triterpenoides para melhor identificag&o.
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5.4 Extratos obtidos por extracdo supercritica e sucessiva maceracao de

J. gossypiifolia

As extracdes supercriticas dos constituintes das folhas de Jatropha gossypiifolia foram
realizadas de forma sequencial em duas etapas, a uma temperatura de 313.15 K e a
uma pressao de 300 bar (30 MPa). Estas s&o as condi¢cdes usualmente utilizadas nos
processos de extracdo supercritica para obtencdo de extratos biologicamente ativos,
com compostos bioativos como os caratenoides ou polifendis ou outros metabdlitos
secundarios, com propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Wijngaard, et al.,
2012).

A primeira etapa de extracao utilizou-se como fluido supercritico CO, (CO, supercritico),
sendo este um solvente apolar (ou de baixa polaridade) possibilita a separacdo dos
constituintes apolares (como lipidos, gorduras, 6leos), de baixa polaridade, ou
moderadamente polares e outros componentes mais volateis da amostra de material
vegetal (Capuzzo, et al.,, 2013; Wijngaard, et al., 2012; Azmir, et al., 2013). Com a
unidade de extrac@o ainda em funcionamento segue-se a segunda etapa de extracao,
a qual foram adicionados co-solventes organicos (10%, v/v), metanol e etanol, para
aumentar significativamente a polaridade e poder de solvatacdo do CO,, possibilitando
a extracao de constituintes mais polares ou de polaridade intermédia da matriz vegetal,
como os polifendis e outros metabolitos secundarios (Ajila, et al., 2011; Capuzzo, et al.,
2013).

O rendimento dos extratos foi determinado como a razéo percentual entre a massa de
extrato obtido no final da extracdo e a massa de material vegetal que se encontrava no
vaso extrator utilizado no processo extrativo. Na Tabela 4 encontra-se resumido estes

rendimentos, assim como as condi¢cdes de ensaio.

Tabela 4 — Rendimentos obtidos, em termos de amostra de material vegetal inicial seca, para a extragéo
supercritica com CO2, COz+Etanol e CO2+Metanol (10%, v/v%) de J. gossypiifolia a uma temperatura de
313.15 K e presséo 300 bar.

Ensaio . ~ Tempo extragao Viota CO2 gasto Rendimento
NO Fluido de extracdo P () & (dmg? (% base seca)
1 CO2 1.6 97.020 1.45
CO;+MeOH 1.7 99.500 1.20
5 CO2 1.2 75.220 1.45
CO;+MeOH 1.9 101.059 1.73
3 CO2 1.2 75.335 1.61
CO, + EtOH 1.7 113.797 1.30
4 CO; 14 75.043 1.35
CO, + EtOH 1.9 106.520 1.40
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Analisando os ensaios 1 e 2 é possivel constatar, que no caso CO; supercritico, 0
aumento do tempo de extracdo ndo garante uma maior extracdo dos componentes do
material vegetal, para melhoria do rendimento, mas sim um gasto desnecessario de
CO.. Em relagdo ao CO,+MeOH supercritico verifica-se que neste caso, o aumento do
tempo de extracdo, permite aumentar a extracdo dos constituintes da amostra vegetal
significativamente, conseguindo-se assim aumentar a percentagem de rendimento

como desejado.

Nos ensaios 3 e 4 diminui-se o tempo de extragao e tentou-se gastar aproximadamente
0 mesmo volume de CO; que no ensaio 2. Comparando todas as extracbes com este
fluido verifica-se que um aumento do tempo de extragédo, ndo garante globalmente, uma
maior extracdo dos componentes do material vegetal nem um melhor rendimento. Os
maiores valores de rendimento podem estar relacionados com a afinidade ou
seletividade do fluido de extragdo com determinados componentes da amostra do
material vegetal, bem como a composicdo da amostra para as condi¢cdes de

funcionamento estabelecidas.

Para CO,+EtOH supercritico aumentar o tempo de extracdo permite um ligeiro aumento

na extracdo dos constituintes da planta e consequente aumento do rendimento.

Também € possivel constatar que a utilizacdo de metanol como co-solvente permite
melhores rendimentos de extragdo e menores gastos de CO», do que apenas utilizar-se
CO- ou adicionar como co-solvente o etanol. Desta forma verifica-se que na extragédo
supercritica o rendimento aumenta diretamente com a polaridade do solvente de

extracdo utilizado (Garcia-Salas, et al., 2010).

A adicéo de co-solventes podera representar um aumento nos custos da extracao, visto
ser necessario a adicdo de uma etapa de recuperacdo do solvente, contudo a sua
adicdo permite uma maior obteng¢do de constituintes da amostra vegetal (Veggi, et al.,
2011).
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ApOGs as etapas de extracdo supercritica, sucedeu-se a maceracdo da amostra de
material vegetal que se encontrava no vaso extrator, para remog¢do dos restantes
constituintes que ndo foram extraidos nos primeiros processos. Estes materiais vegetais

séo considerados subprodutos (ou residuos) da extracao (Wijngaard, et al., 2012).

Os resultados dos valores de rendimento (em base seca) encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparagéo dos rendimentos obtidos para a extracdo por maceragdo de Jatropha
gossypifolia.

Extratos de J. gossypiifolia Rendimento (% base seca)
Metanol 11.40
Etanol 2.63

Destas extracdes verifica-se que a utilizacdo de metanol como solvente de extracéo
permite uma maior solubilidade dos constituintes da amostra vegetal e assim um maior
rendimento comparativamente a utilizacao do etanol, pois quando maior for a polaridade
do solvente maior a solubilidade dos componentes da amostra vegetal. Tal como
mencionado na seccdo 4.1 deste trabalho, para melhorar a eficiéncia do processo
extrativo podia-se ter adicionado agitacdo ocasional ou constante, bem como a
realizacdo de extragbes exaustivas. Também a otimizagcdo das condigbes de
funcionamento do processo de extragdo supercritica, como pressdo e temperatura,
poderia aumentar o poder de solvatagdo do fluido supercritico para maior recuperacao

de constituintes nestas etapas de processo.

A adicdo de co-solventes pode trazer uma melhor eficiéncia na extragdo supercritica,
sobretudo quando o mesmo € o metanol. Este solvente tanto ha maceragdo como na
extragdo supercritica apresentou melhores resultados na obtencdo dos extratos
(rendimento), o que significa que talvez o mesmo tenha uma melhor seletividade e

melhor afinidade aos constituintes da planta em estudo.

A aplicagdo da técnica de extracdo supercritica para obtencdo dos restantes
constituintes (subproduto da extracao), que sé foram obtidos por maceragéo, ou que
provavelmente ainda ficaram retidos na amostra vegetal, necessita de mais estudos
relativamente as condicbes de funcionamento da unidade de extracdo, para
recuperacao dos mesmos, ou utilizagdo de outros métodos de extragdo mais ecologicos
(Wijngaard, et al., 2012).

Relativamente, as condicdes de pressao e temperatura utilizadas neste estudo, apesar
de serem as que usualmente s&o utilizadas para obtencédo de extratos com constituintes

potencialmente bioativos, ndo sdo as que provavelmente permitem a obtencéo de maior
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rendimento, tanto na utilizacdo de CO. supercritico com e sem modificador, assim é

necessario mais estudos para otimizacao do funcionamento da unidade de extragéao.

Além disso, para obtencdo de extracbes mais econdmicas deve-se considerar ndo sé
as condicdes de pressdo e temperatura, mas também o menor tempo de extragdo e a
menor quantidade de fluido supercritico utilizado, com e sem adi¢do de co-solvente, e
se o mesmo for adicionado deve-se saber qual a quantidade adequada, para que
permita a maior extracdo dos constituintes do material vegetal, para uma determinada

gquantidade de amostra.

Desta forma, cada parametro do processo supercritico deve ser otimizado a fim de obter
uma melhor eficiéncia de extracdo dos constituintes do material vegetal, bem como a

selecdo de um solvente adequado.
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5.1 Avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos de J. gossypiifolia

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos das folhas J. gossypiifolia obtidos
por extracdo supercritica e maceracao sucessiva foi determinada pelo método de radical
livre de DPPHe-.

Todos os extratos exibiram atividade antioxidante e esta foi apresentada em termos de
valor de ICso, que variou entre 0.321 + 0.007 (Mac. MeoH) e 16.85 + 0.67 (ESC CO>) g
extrato/mmol de DPPH (Tabela 6).

Tabela 6 — Atividade antioxidante dos extratos de J. gossypiifolia pelo método de radical livre expresso
em ICso médio em g extrato/mmol DPPH.

Extratos de J. gossypiifolia (I’ggx;;:ﬁ) (g/mmI(SIS(E)PPH)
ESC CO; 30.5 16.85 + 0.67
ESC CO,+EtOH 7.9 13.43+0.31
ESC CO.+MeOH 7.9 10.16 £ 0.04
Mac. EtOH 4.9 3.935+0.22
Mac. MeOH 4.9 0.321 +0.007
Antioxidantes Comerciais de referéncia
Ac. Ascérbico 1.0 1.117 +0.04
BHT 10.1 32.13+1.00

Salienta-se que que quanto menor o valor de ICso, maior o poder antioxidante do extrato
(Mechergui, et al., 2010). Assim, considerando os antioxidantes comerciais, o acido
ascorbico e o BHT, cujo os valores de ICsp sdo 1.117 + 0.04 e 32.13 £+ 1.00 g/mmol de
DPPH respetivamente, verifica-se que o extrato Mac. MeOH tem um valor de ICso
inferior, apresentando por isso um poder antioxidante superior aos dois antioxidantes
comerciais referidos. Também pode-se constatar que os restantes extratos apenas
apresentaram uma atividade antioxidante superior ao antioxidante comercial BHT
(Tabela 6).

Os extratos Mac. EtOH e Mac. MeOH demonstraram uma atividade antioxidante muito

superior aos extratos obtidos por extracdo supercritica.

O extrato que apresentou menor capacidade antioxidante foi o de ESC CO., sendo que
para a determinagdo do seu ICs foi necessaria uma solugédo deste extrato com uma
concentracao inicial de 30.5 mg/mL, obtendo-se um valor de 16.85 £+ 0.67 g/mmol de

DPPH (Tabela 6). Assim, o seu valor de ICso mais elevado indica um poder antioxidante
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inferior, sendo necesséria uma concentracdo de extrato mais elevada para inibir ou

eliminar 50% da concentragéo inicial de radicais livres de DPPH em solugéo.

O teor de fendis totais dos extratos das folhas de J. gossypiifolia (obtidos por extracdo
supercritica e maceracao sucessiva) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e
expresso em miligramas equivalentes de acido galico (EAG) por miligrama de extrato
(mg EAG/ mg extrato) e por 100 g de material vegetal (mg EAG/ 100 g material vegetal)
(Tabela 7).

Tabela 7 — Teor de fendis totais nos extratos de J. gossypiifolia expresso em mg EAG/ mg extrato e por
mg EAG/ 100 g material vegetal.

mg EAG/ 100 g

Extratos de J. Ceac mg EAG/ mg .
gossypiifolia (mg/mL) extrato material vegetal
(% base seca)
ESC CO; 134.4+29 0.421 £ 0.009 3.951 +0.086
ESC CO,+EtOH 148.5+5.6 1.891 £ 0.071 17.99 + 0.68
ESC CO,+MeOH 192.4+5.3 2.451 £ 0.067 24.36 £ 0.67
Mac. EtOH 280.3+4.7 5.675 £ 0.095 56.04 + 0.94
Mac. MeOH 474.1+55 38.39 £ 0.45 403.4+ 4.7

Verificou-se que a adicdo de 10% (v/v) em co-solventes mostrou um efeito positivo na
extracdo de polifendis, visto os extratos ESC CO.+EtOH e ESC CO;+MeOH
apresentarem uma concentragcdo de compostos fendlicos superiores ao do extrato ESC
CO.. A baixa concentracdo em polifendis do extrato ESC CO; pode estar relacionada
com o solvente de extracdo utilizado para a obtencdo deste extrato, CO; supercritico,
que apresenta uma caracteristica ndo polar, ndo sendo por isso adequado para a
extracdo da maior parte de compostos fendlicos, que sdo maioritariamente polares
(Garcia-Salas, et al., 2010).

Além disso, o teor de polifendis dos extratos obtidos por maceragdo, nomeadamente
Mac. MeOH e Mac. EtOH € superior ao dos extratos obtidos por extracdo supercritica,
neste caso ESC CO,, ESC CO,+EtOH e ESC CO,+MeOH. Deste trabalho constatou-se
que a remocao dos componentes apolares e polares em duas etapas sequenciais de
extracdes supercriticas, seguido de maceracao é mais eficiente para recuperacéo de
compostos polifendlicos deste material vegetal considerado subproduto (Wijngaard, et
al., 2012).
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Considerando os resultados da atividade antioxidante e comparando com o teor de
fendis totais, constata-se que 0 extrato que apresentava maior poder antioxidante
contem uma maior concentragdo em compostos fendlicos (Mac. MeOH) evidenciando-
se uma correlacao entre o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante. Assim,
conclui-se que quanto maior o teor em polifen6is maior a atividade antioxidante

(Mechergui, et al., 2010), como se verifica na Figura 16.
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Figura 16 — Correlagdo entre o teor de polifenois determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e a atividade

antioxidante em ICsp determinado pelo métode de DPPH.

Assim, como anteriormente referido, a adicdo de 10% em co-solvente permitiu aumentar
o teor em polifendis dos extratos CO,+MeOH e CO,+EtOH, menores valores de ICso e
consequentemente melhoria da atividade antioxidante comparativamente ao extrato
CO:.. Os extratos obtidos por maceracédo apresentam um teor em polifendis superior aos
restantes extratos e por sua vez uma elevada atividade antioxidante, sobretudo o extrato
Mac. MeOH.

Desta forma, verifica-se que os extratos de J. gossypiifolia sdo potenciais antioxidantes
naturais com elevadas concentragcbes em polifendis, especialmente o extrato Mac.
MeOH, pois demonstraram a sua eficacia na inibicdo ou captacdo de radicais livres
sintéticos, nomeadamente o DPPH. Contudo, apesar de o poder antioxidante estar
diretamente relacionado com o teor em polifendis, ndo é possivel afirmar que a inibicdo
do radical livre de DPPH foi realizada Unica e exclusivamente por estes compostos, pois

sabe-se 0 método de Folin-Ciocalteu nao inclui todos os outros antioxidantes naturais
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existentes na amostra vegetal. A presenca de outras moléculas com grupos funcionais,
estruturas e polaridades diferentes e biologicamente ativos no extrato poderéo atuar de
forma sinérgica e assim influenciar a atividade antioxidante do extrato (Tongpoothorn,
et al., 2012; Mechergui, et al., 2010).

Também a polaridade do solvente de extracao, o tipo de extracdo utilizada e a adicédo
de co-solvente (e a sua polaridade) permite aumentar o rendimento de extracdo de
compostos fendlicos, bem como de outras moléculas bioativas. Todavia, como a
polaridade dos compostos fendlicos variam significativamente é dificil a realizacéo de
apenas de um método para extracao eficaz para recuperacao de todos os antioxidantes,
como os polifendlicos da amostra vegetal (Garcia-Salas, et al., 2010; Wijngaard, et al.,
2012; Tongpoothorn, et al., 2012).

Analisando estes resultados verifica-se que quanto maior a polaridade do solvente maior
a extracdo de compostos fendlicos, devido a sua capacidade para solubilizar os
polifendis do material vegetal (Garcia-Salas, et al., 2010; Wijngaard, et al., 2012;

Tongpoothorn, et al., 2012).

Desta forma, considera-se eficiente a prévia remogdo dos componentes apolares e
polares em duas etapas por extracdes supercriticas sequenciais, pois permite a
obtencdo de compostos bioativos com uma atividade antioxidante superior, através de
uma extragao solido-liquido (maceragéo) dos subprodutos provenientes das extracdes
anteriores (Wijngaard, et al., 2012).

Outro fator bastante importante é o solvente utilizado no processo de extragdo e o co-
solvente, pois influenciam na extragdo dos compostos fendlicos e por sua vez a sua
quantificacdo. A utilizacdo de metanol possibilita a obtencéo de melhores resultados em
termos de rendimento de extracdo de componentes antioxidantes, neste caso 0s
polifendis, e por sua vez maior atividade antioxidante. Contudo ndo se pode esquecer
da toxicidade do mesmo, sendo por isso inadequado para utilizar-se em muitas areas,
como por exemplo a area alimentar. Desta forma forma, considera-se o etanol como co-
solvente e solvente de extracdo a melhor opcao (Garcia-Salas, et al., 2010; Wijngaard,
et al., 2012; Tongpoothorn, et al., 2012).
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5.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de J. gossypiifolia

A suscetibilidade antimicrobiana dos diferentes extratos (obtidos por extragdo
supercritica e maceracao sucessiva) das folhas de J. gossypiifolia foi avaliada pelo
método de difusdo de disco em agar, utilizando diferentes estirpes microbianas,
nomeadamente, trés espécies bacterianas Bacillus subtilis ATCC 9372, Escherichia coli
HB 101, Pseudomonas aeruginosa L10 (estirpe mutante), e uma espécie levedura:

Saccharomyces cerevisiae ATCC 24860.

A andlise do potencial antimicrobiano dos extratos foi baseada no didmetro da zona de
inibicdo (DZI) (em milimetros) de crescimento microbiano em torno do disco, que se
encontrava impregnado com uma determinada concentracdo de extrato, neste caso 60
mg/mL. No caso da ndo existéncia de uma zona de inibigcdo, foi assumido que os
extratos ndo apresentavam suscetibilidade ao agente antimicrobiano testado. A
atividade dos diferentes extratos foi comparada com a presenca de um controlo
negativo, o solvente utilizado para diluigdo dos extratos, o DMSO, e um controlo positivo,
o antibiotico de referéncia para cada estirpe microbiana. Assim, foi possivel averiguar a
sensibilidade do método em cada ensaio, e 0 mesmo s0 € valido se o controlo positivo
ndo mostrar crescimento microbiano e o controlo negativo mastrar crescimento
(Andrews, 2001).

Para a Escherichia coli verifica-se que todos 0s extratos mostraram um efeito inibitorio
em torno dos discos. Apesar de algumas zonas de inibicdo apresentarem uma
geometria irregular, foi possivel a sua medi¢cédo e o diametro das mesmas variou entre
8.0+1.4e12.0+ 0.0 mm (Figura 17).

Figura 17 — Efeito dos extratos de J. gossypiifolia no crescimento de Escherichia coli pelo método de difuséo
de disco, ap6s 18h de incubacdo a 37°C. Legenda: A — ESC COz; B — ESC CO2+MeOH; C — ESC
CO2+EtOH; D — Mac. EtOH; E — Mac. MeOH; 1 — DMSO; 2 — Ampicilina.
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O DMSO (controlo negativo) ndo mostrou nenhuma agéo inibitdria no crescimento desta
bactéria, enquanto a ampicilina (controlo positivo), presente numa concentracao de 75
pug/mL, demonstrou acao inibitéria, com um didmetro de zona de inibicdo de 22.0 £ 0.0
mm. Analisando os resultados, verifica-se que Escherichia coli apresentou uma maior
suscetibilidade antimicrobiana no ESC. CO,+EtOH, exibindo por isso o maior diametro
de zona de inibicdo de 12.0 £ 1.4 mm. Seguem-se os extrato ESC. CO, Mac. MeOH
CO,+MeOH e por fim o extrato Mac. EtOH a qual a bactéria demonstrou menor

suscetibilidade com um didmetro de zona de inibicdo de 8.0 £ 1.4 mm (Tabela 8).

Tabela 8 — Atividade antimicrobiana dos extratos de J. gossypiifolia pelo método de difusdo em disco para

a estirpe Escherichia coli, em termos de didmetros de zona de inibi¢&o.

Extratos de J. gossypiifolia Ampicilina
Microrganismo ESC Maceracao DMSO Ar:g%?éthcc?:e
Teste CO; CO,+EtOH CO,+MeOH EtOH MeOH  (Controlo Negativo)  (Controlo Positivo)
DZI (mm) DZI (mm) DZI (mm)
Escherichiacoli 11.0+0.0 120+14 8521 80+x14 95+21 0.0+0.0 22.0+0.0

DZI — Didmetro da Zona de Inibicdo (mm) incluindo o disco de 6 mm

Em relagéo a Bacillus subtilis, todos os extratos exibiram efeito inibitrio no crescimento
em torno dos discos (Figura 18). Algumas zonas de inibicAo apresentaram uma
geometria irregular, mas foi possivel a determinacdo do didmetro das mesmas, e este

variou entre 8.0+ 1.4e 11.0 + 1.4mm.

Figura 18 — Efeito dos extratos de J. gossypiifolia no crescimento de Bacillus subtilis pelo método de difusédo
de disco, ap6s 18h de incubacdo a 37°C. Legenda: A — ESC CO2; B — ESC CO2+MeOH; C — ESC
CO2+EtOH; D — Mac. EtOH; E — Mac. MeOH; 1 — DMSO; 2 — Ampicilina.
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O DMSO (controlo negativo) ndo mostrou nenhuma acao inibitéria no crescimento
perante a bactéria em estudo, enquanto a ampicilina (controlo positivo), presente numa
concentracdo de 75 pg/mL, exibiu um didmetro de zona de inibicdo de 40.5 £ 2.1 mm,
demonstrando assim a sua acao inibitéria. Com este estudo foi possivel constatar que
Bacillus subtilis apresentou maior suscetibilidade antimicrobiana ao extrato CO>+MeOH,
com um diametro de zona de inibi¢do de 11.0 £ 1.4 mm. Segue-se o extrato CO> com
um didmetro de zona de inibicdo de 10.0 = 0.0 mm. Esta bactéria apresentou a mesma
suscetibilidade aos extratos Mac. MeOH e CO,+EtOH, com um diametro de zona de
inibicdo de 9.5 + 0.7 mm. Com o extrato Mac. EtOH, a bactéria apresentou a menor

suscetibilidade com um didmetro de zona de inibicdo de 8.0 £ 1.4 mm (Tabela 9).

Tabela 9 — Atividade antimicrobiana dos extratos de J. gossypiifolia pelo método de difusédo em disco
para a estirpe Bacillus subtilis, em termos de didmetros de zona de inibi¢ao.

Extratos de J. gossypiifolia

- DMSO Aot o
Microrganismo ESC Maceragao referéncia
Teste CO, CO,+EtOH CO,+MeOH EtOH MeOH  (Controlo Negativo)  (Controlo Positivo)
DZI (mm) DZI (mm) DZI (mm)
Bacillus subtilis 10.0+0.0 95+0.7 11.0+x1.4 80+x1.4 95+0.7 0.0+0.0 405+2.1

DZI — Didmetro da Zona de Inibicdo (mm) incluindo o disco de 6 mm

Quanto a estirpe Pseudomonas aeruginosa, 0s extratos apresentaram inibicdo no
crescimento desta bactéria em todos os discos (Figura 19). Apesar de nem todas as
zonas de inibicdo apresentarem uma geometria regular, foi possivel a determinagéo do

seu diametro, que variou entre 9.5+ 0.7 € 13.5+ 0.7 mm.

Figura 19 — Efeito dos extratos de J. gossypiifolia no crescimento de Pseudomonas aeruginosa pelo método
de difusédo de disco, apds 18h de incubacao a 37°C. Legenda: A — ESC CO2; B — ESC CO2+MeOH; C —
ESC CO2+EtOH; D — Mac. EtOH; E — Mac. MeOH; 1 — DMSO; 2 — Ampicilina.
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Neste ensaio, tanto o DMSO (controlo negativo) como a ampicilina (controlo positivo),
numa concentracado de 75 pg/mL, ndo exibiram nenhuma ac¢dao inibitdria no crescimento
desta bactéria. A Pseudomonas aeruginosa apresentou maior suscetibilidade aos
extrato Mac. MeOH e CO., exibindo um didmetro de zona de inibicdo de 13.5 + 0.7 e
12.0 £ 1.4 mm respetivamente. Seguem-se os extratos CO>+MeOH, Mac. EtOH e por
fim CO,+EtOH (Tabela 10).

Tabela 10 — Atividade antimicrobiana dos extratos de J. gossypiifolia pelo método de difusédo em disco para
a estirpe Pseudomonas aeruginosa, em termos de didmetros de zona de inibi¢&o.

Extratos de J. gossypiifolia Ampicilina
~ DMSO Antibidtico de
Microrganismo ESC Maceracgao referéncia
Teste CO» CO,+EtOH CO>+MeOH EtOH MeOH (Controlo Negativo) (Controlo Positivo)
DZI (mm) DZI (mm) DZI (mm)
Pseudomonas  1,4,14 95407 11.0+00 105+ 0.7 13.5+0.7 0.0+0.0 0.0+0.0
aeruginosa

DZI — Didmetro da Zona de Inibicdo (mm) incluindo o disco de 6 mm

Apesar da ampicilina ndo ter apresentado efeito inibitério no crescimento da
Pseudomonas aeruginosa, segundo Andrews (2001), esta pode ser utilizada como
antibiético referéncia a uma concentracao superior a 128 mg/L. No entanto durante a
fase experimental a concentracdo utilizada foi muito inferior (75 pg/mL), ainda que a
utilizagdo da concentracdo recomendada possa ndo assegurar a inibicdo do

crescimento.

Como tal foram realizados ensaios, em que se utilizava como antibittico de referéncia
a gentamicina com uma concentragdo de 0.33 mg/mL, utilizando-se 0os mesmos
procedimentos no ensaio anteriormente mencionado. Contudo ap6s a incubacao
verificou-se que 0s extratos ndo apresentaram qualquer efeito inibitério contra a
Pseudomonas aeruginosa, constatando-se que 0s extratos perdem a sua acgao

antibacteriana ap0s varias manipulagées.
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Pararealizacdo do teste de difusdo em disco para a Saccharomyces cerevisiae, baseou-
se na norma National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002), que
descreve um método para testar a susceptibilidade dos agentes antifingicos para
leveduras que causam infecc¢des invasivas, que inclui diversas espécies de Candida,
entre as as quais a Candida glabrata. Esta espécie € a mais proxima da Saccharomyces
cerevisiae (Roetzer, et al., 2011).

Neste ensaio verifica-se que todos 0s extratos mostraram a efeito inibitério a volta do
disco. Apesar de algumas zonas de inibicdo apresentarem uma geometria irregular, foi
possivel a sua medi¢cdo e o diametro das mesmas variou entre 10.0 £ 0.6 e 11.7 £ 0.5

mm (Figura 20).

Figura 20 — Efeito dos extratos de J. gossypiifolia no crescimento de Saccharomyces cerevisiae pelo
método de difuséo de disco, apds 24h de incubagéo a 37°C. Legenda: A — ESC COz2; B — ESC CO2+EtOH;
C — ESC CO2+MeOH; D — Mac. EtOH; E — Mac. MeOH; 1 — DMSO; 2 — Ampicilina.

Além disso, o DMSO (controlo negativo) revelou crescimento microbiano em torno do
disco, com um diametro de zona de inibi¢cdo de 7.0 + 0.0 mm, mostrando agao inibitoria
no crescimento da Saccharomyces cerevisiae. Como controlo positivo, utilizou-se
ampicilina numa concentragdo de 75 pg/mL, ndo exibindo nenhuma agéo inibitéria no
crescimento desta bactéria.

A Saccharomyces cerevisiae apresentou maior suscetibilidade antimicrobiana aos
extratos Mac. EtOH, CO; + MeOH e CO,. Seguem-se os extratos CO> + EtOH e o extrato
Mac. MeOH (Tabela 11).
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Tabela 11 — Atividade antimicrobiana dos extratos de J. gossypiifolia pelo método de difusédo em disco para
a estirpe Saccharomyces cerevisiae, em termos de didmetros de zona de inibig&o.

Extratos de J. gossypiifolia Ampicilina
ESC M ~ DMSO Antibidtico de
Microrganismo aceracao referéncia
Teste CO, CO,+EtOH CO,+MeOH EtOH MeOH (Controlo Negativo) (Controlo Positivo)
DZI (mm) DZI (mm) DZI (mm)
Saccharomyces 114,05 104+00 11.5+09 117405 10.0+0.6 7.0+0.0 0.0 £ 0.0
cerevisiae

DZI — Diametro da Zona de Inibicdo (mm) incluindo o disco de 6 mm

Apesar de ser uma substancia relativamente toxica, o DMSO foi selecionado como
solvente de dissolucdo dos extratos devido a sua estabilidade e as suas excecionais
propriedades de solvente, sendo a op¢ao mais adequada para agentes antimicrobianos
que ndo sado dissolvidos em agua, como € o0 caso dos extratos de J. gossypiifolia
utilizados neste estudo. Contudo, segundo Randhawa (2006) os fungos apresentam
uma ligeira suscetibilidade antifingica a este solvente, pois este afeta o0 seu
crescimento. Desta forma, o DMSO pode ter potenciado a agédo antifingica dos extratos
através de efeito sinérgico entre estes agentes em estudo e o0 solvente selecionado.
Para inibir este efeito antifangico do DMSO, este poderia ser diluido a 50% em meio de
cultura (Randhawa, 2006; Hazen, 2013).

Relativamente a ampicilina sabe-se que este € um antibiético de referéncia para
bactérias, pois inibem o processo de sintese de determinados componentes da parede
celular das mesmas, que os fungos ndo possuem, ndao sendo por isso adequado para

Saccharomyces cerevisiae (Madigan, et al., 2004).

Foram realizados ensaios, em que se utilizava como antibiético de referéncia a
ciclohexamida com uma concentracdo de 0.33 mg/mL e como controlo negativo o
DMSO diluido a 50% em meio, utilizando-se os mesmos procedimentos no ensaio
anteriormente mencionado. Contudo apos a incubacéo verificou-se que os extratos ndo
apresentaram qualquer efeito inibitério contra a Saccharomyces cerevisiae,
constatando-se que 0s extratos perderam a sua acgdo antibacteriana apds varias

manipulacoes.

No final desta secdo pode-se concluir que os ensaios realizados para a Pseudomona
aeruginosa e Saccharomyces cerevisiae ndo podem ser considerados aceitaveis, dado
gue a escolha dos controlos positivos e negativos ndo permitiram uma comparacao

valida.
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Considerando todos os ensaios efetuados verifica-se que em nenhum deles, o didmetro
da zona de inibicdo dos extratos foi superior ao diametro de zona de inibigcdo do controlo
positivo, antibidtico de referéncia. Assim, o efeito antimicrobiano (ou atividade
antimicrobiana) dos extratos de Jatropha gossypiifolia contra os microrganismos de
teste é pouco significativo quando comparado com o antibiético de referéncia.

Eventualmente, para obtengéo de um maior diametro da zona de inibicdo dos extratos
para as estirpes em estudo ter-se-ia de aumentar a concentracdo dos mesmos, dado
gue estes extratos podem ter algum potencial como uma fonte alternativa de agentes

antimicrobianos.

A eficacia dos extratos também depende da constituicdo da parede celular dos
diferentes microrganismos utilizados, uma vez que alguns destes possuem barreiras

seletivas a diferentes solutos (Liang, et al., 2008).

Também se pode concluir que ndo é possivel correlacionar a atividade antimicrobiana
dos extratos com o teor em polifendis, apesar destes apresentarem propriedades
antimicrobianas e exibirem efeitos inibitérios contra diversos microrganismos (Cowan,

1999), devido a presenca de substancias interferentes nos extratos.

No método de microdiluicdo em caldo, a atividade antimicrobiana foi avaliada tendo por
base a concentracdo de extrato de J. gossypiifolia (mg/mL) mais baixa que inibiu 90%
do crescimento microbiano, ou seja, CIMgo (concentragéo inibitoria minima) (Abdel-
Massih, et al., 2010).

Considerando as varias estirpes anteriormente referidas efetuaram-se varios ensaios
com diferentes valores de concentracéo (0.08; 0.16; 0.31; 0.63; 1.25; 2.5; 5 mg/L) dos
extratos obtidos. Estes ensaios permitiram determinar as correspondentes

percentagens de inibicdo utilizando a expressao (2) da introducao deste trabalho.

De modo a validar este método, o controlo positivo (constituido por meio de cultura ou
extrato de levedura, inoculo e DMSO) deve apresentar crescimento microbiano e o
controlo negativo (que consiste no meio de cultura ou extrato de levedura, extrato de
planta e DMSO) a sua auséncia. Para efeitos de célculo utilizou-se um valor médio das
absorvancias para o controlo positivo e para o controlo negativo os respetivos valores
de absorvancia de cada concentracdo. Os resultados obtidos neste ensaio encontram-

se no Anexo |.
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Nas Figuras 21 e 22 estdo representadas as percentagens de inibicdo em funcdo das

concentracdes dos diferentes extratos de J. gossypiifolia para a estirpe de Escherichia

coli e Bacillus subtilis, respetivamente.
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Figura 21 — Percentagem de inibi¢éo no crescimento de Escherichia coli pelo método de microdiluicdo em

caldo, ap6s 18h de incubacdo a 37°C, em fungéo da concentracéo dos diferentes extratos de J. gossypiifolia.
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Figura 22 — Percentagem de inibicdo no crescimento de Bacillus subtilis pelo método de microdiluigdo em

caldo, ap6s 18h de incubacéo a 37°C, em fungdo da concentragdo dos diferentes extratos de J. gossypiifolia.
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Analisando a Figura 21 pode-se concluir que a ClMgo do extrato CO; e CO,+EtOH se
encontra entre 1.25 e 2.5 mg/mL. Para os extratos CO,+MeOH e Mac. EtOH ClMgy varia
entre 2.5 e 5 mg/mL e para o Mac. MeOH apenas para concentracdes superiores 5
mg/mL.

Analisando a figura 22 conclui-se que o extrato CO, a CIMg encontra-se entre 1.25 e
2.5 mg/mL. Para os extratos CO2+EtOH e Mac. EtOH esse valor esta entre 2.5 e 5 mg/L.
Para valores superiores a 5 mg/mL é possivel encontrar a ClMgo para os extratos
CO2+MeOH e Mac. MeOH.

Para determinacao da ClMgy utilizando os extratos Mac. MeOH para a Escherichia coli
e CO,+MeOH e Mac. MeOH para Bacillus subtilis seria necessario aumentar a

concentragdo dos mesmos.

Os ensaios realizados para a Pseudomonas aeruginosa e Saccharomyces cerevisiae
nao foram conclusivos, uma vez que o controlo positivo (constituido por inoculo, DMSO
e meio de cultura) ndo apresentou crescimento como seria esperado. Os resultados

obtidos nestes ensaios encontram-se no Anexo I.

A auséncia de crescimento destes microrganismos pode estar relacionada com a
presenca de DMSO. Este solvente apresenta um efeito antifingico perante a
Saccharomyces cerevisiae, tal como mencionado anteriormente no teste do disco. Para
Pseudomonas aeruginosa este pode ter agido com um agente bacteriostatico, inibindo
assim o seu crescimento (Ansel, et al., 1969). Desta forma para nao ocorrer este efeito

inibidor poder-se-ia diluir o DMSO a 50% em meio de cultura.

Tal como no método de difusao no disco, o maior ou menor valor de CIM de cada extrato,
pode estar associado as caracteristicas intrinsecas dos microrganismos testados, que
estao relacionados com a permeabilidade da sua superficie celular para com os extratos

e a sua composicao (Talib & Mahasneh, 2010).
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6 Concluséao e perspetivas futuras

A eficacia na obtencao de extratos das folhas de J gossypiifolia depende da técnica de
separacao/ e ou extracao aplicada, dos solventes e da sua polaridade, assim como dos
constituintes extraidos, como a complexidade e as propriedades fisicas e quimicas dos

mesmos.

Do estudo fitoquimico preliminar aos extratos das folhas J. gossypiifolia obtidos por
maceracdo e extracdo liquido-liquido foi possivel detetar a presenca acucares
redutores, saponinas, fendis e taninos, esteroides e terpenos e flavonoides, e a auséncia
de glicésidos cardiacos. A andlise fitoquimica aos extratos metanol e cloroférmio
indicaram que estes aparentam ter a mesma composicdo em compostos bioativos,
supondo que o solvente de separacao cloroférmio apresente maior afinidade para maior
parte destes compostos. Seria aconselhavel a realizagéo de testes complementares, de
forma a confirmar estes resultados e reduzir o risco de resultados falsos-positivos e

falso-negativos.

Da breve andlise e caracterizacdo dos cromatogramas das fragdes de J. gossypiifolia
obtidas por GC-MS foi possivel a identificagcdo de ftlatos (TR = 31.17 min) (um possivel
contaminante), o acido benzoico (TR=8.34 min), glicerol (TR=8.94 min). Também
identificou-se hidrocarbonetos saturados (Ci2Hzs @ CasHss), para o tempo de retencéo
mais baixo, até ao hexacosano (CzsHss) (10.34 <TR< 37.5 minutos). Outros compostos
identificados foram acidos gordos: C16:0 palmitico (21.41 min) e C18:1 acido oleico
(23.12 min). Por fim foram identificados os triterpenoides Olean-12-en-3-one (C3oHa4sO;
Mg=424.7 g) (TR =43.95 min) e 38)-Olean-12-en-3-ol (C3oHs00; Mg=426.7 g) (TR =44.50
min. Contudo, estas analises necessitam de ter padrdes de hidrocarbonetos e

triterpenoides para melhor identificacao.

A facilidade de extracdo de certos componentes do material vegetal, nomeadamente os
polifendis pela técnica ESC esta diretamente relacionada com afinidade ou seletividade
do componente com o fluido de extracéo, tal como a composi¢cdo da amostra e/ou as
condi¢Bes de funcionamento estabelecidas para unidade de extracdo. Isto também é

vélido para o rendimento total do processo.

Outro ponto de interesse avaliado é a adigdo de co-solvente, que demonstrou ser eficaz
por aumentar o poder de extracdo, assim como a atividade antioxidante dos extratos,
embora isso possa representar aumento dos custos do processo, assim como

operacdes adicicionais, como a remocao posterior do co-solvente (ex: metanol e etanol).
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A utilizacdo de metanol apresentou melhores rendimentos como co-solvente, no entanto

devido o seu grau de toxicidade torna-se menos vantajoso comparativamente ao etanol.

Uma alternativa eficiente é a utilizacdo da extracao supercritica (sem e com co-solvente)
seguido de maceragdo do residuo do extrator, com um solvente como etanol, pois
possibilita a obtengcdo de extratos com diferentes compostos bioativos apresentando
atividade antioxidante e microbiana diferenciada, como foi verificado no estudo.
Finalmente, para obtencdo de melhores rendimentos, assim como um grau de pureza
elevado dos compostos desejados cada parametro do processo supercritico deve ser

otimizado.

Os extratos das folhas de J. gossypiifolia mostravam atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli e a Bacillus subtilis, uma vez que que se verificou inibicdo do seu
crescimento, durante os métodos de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, mas
este efeito esta dependente das caracteristicas dos microrganismos e da composi¢cao
dos extratos. Seria recomendavel associar os métodos de difusdo em disco e
microdiluicdo em caldo para concentracdes mais elevadas de extrato para comprovar

este efeito antimicrobiano.

Para estudos futuros, € essencial a comparagédo de todos os extratos obtidos neste
trabalho, tanto a nivel da composicao quimica, aliando outras técnicas mais eficientes
como por exemplo HPLC, como da atividade antioxidante e antimicrobiana. Sugeria-se
também o isolamento e identificacdo dos compostos ativos destes extratos e

determinacgédo das atividades biol6gicas dos mesmos.
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8 Anexos

Anexo A. Estruturas dos compostos isolados ou detetados na espécie Jatropha

gossypiifolia L

Al. Estruturas de terpenos isolados na espécie Jatropha gossypiifolia

OH

(1) (2) (3)

(7) (8) ()

HC o CH,
HO = p—

96



HO

OH

(12) (13)

Figura Al — Terpenos isolados na espécie Jatropha gossypiifolia. Legenda: 1) 1,4-Epoxi-p-mentano-2-ol,
2) Citlalitriona, 3) Jatrofenona, 4) 12-deoxi-16-hidroxiforbol (DHPB), 5) Jatrofolona (Jatropholone) A, 6)
Jatrofolona (Jatropholone) B, 7) Faladona (Falodone), 8) Jatrofono (Jatrophone), 9) 2a-Hidroxijatrofono, 10)
2B-Hidroxijatrofono, 11) 23-Hidroxi-5,6-isojatrofono, 12) (2a, 13«a, 148, 20S)-2,24,25-Trihidroxilanost-7-en-
3-one, 13) (13a, 148, 20S)-2,24,25-Trihidroxilanosta-1,7-dien-3-one (Félix-Silva, et al., 2014; Devappa, et
al., 2010; Sabandar, et al., 2013).

A2. Estruturas de lignoides isolados na espécie Jatropha gossypiifolia
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Figura A2 — Lignoides isolados na espécie Jatropha gossypiifolia. Legenda: 14) Propacina, 15) Gossipifana,

16 Gossipilina, 17) Jatrodieno, 18) Jatrodieno, 19) Cleomiscosina A, 20) Isogadaina, 21) Prasantalina

(Prasanthaline), 22) Gadaina, 23) Jatrofana (Jatrophan) (Félix-Silva, et al., 2014; Sabandar, et al., 2013).
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A3. Estruturas de alcaloides e flavonoides detetados e isolados na espécie

Jatropha gossypiifolia
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CMe
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Figura A3 — Alcaloides e flavonoides isolados na espécie Jatropha gossypiifolia. Legenda: 24) Ricinina, 25)

Piperidina, 26) Jatrofina, 27) Apigenina, 28) Vitexina, 29) Isovitexina (Félix-Silva, et al., 2014).

A4. Estruturas de péptidos ciclicos isolados na espécie Jatropha gossypiifolia

Leu, Ala,—Thr, Gly ——Leu,——Trp; Leu,
Trp,
Val; Gly; Leu: Leug Ile; Alag Ala;
(30) (31)

Figura A4 — Péptidos ciclicos isolados na espécie Jatropha gossypiifolia. Legenda: 30) Ciclogossina A, 31)
Ciclogossina B (Félix-Silva, et al., 2014; Sabandar, et al., 2013).
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Anexo B. Teor de humidade das amostras de folhas de Jatropha gossypiifolia L

Tabela B1 — Percentagem de humidade das folhas de Jatropha gossypiifolia.

Peso Himido  Tempo Peso Seco Peso Residual

Ensaio ©) (min) ©) (9/0) % Humidade
1 1.454 5.30 1.300 0.8944 10.560
2 1.467 5.00 1.308 0.8915 10.850
3 1.462 4.60 1.302 0.8904 10.960

Médiato 1.461+0.007 4.97£0.35 1.303+0.004 0.8921 +0.0021 10.790 + 0.207

Anexo C. Preparacgdo de reagentes para detecdo de metabolitos secundérios

C1.

C2.

Preparacao do reagente de Keede para detecao de glicésidos cardiacos

Preparar uma solucéo de &cido 3,5-dinitrobenzdéico (Merck) dissolvendo 2 g deste

composto em 50 mL de metanol (Sigma Aldrich).

Preparar uma solucdo de 5.7 g de hidroxido de potassio (Merck) em 100 mL de

metanol.
Juntar as solugdes e agitar.
Preparacao do reagente de de Fehling para detecéo de agUcares redutores

Preparar uma solugéo dissolvendo 34.65 g de sulfato de cobre (II) (CuSO,) (Merck)
em 500 mL de agua destilada.

Preparar uma solugdo com 173 g de tartarato de soOdio e potéssio
(KNaC4H406.4H20) (Merck) e 125 g de permanganato de potassio (KMnQ.) (Merck)
em 500 mL de agua destilada.

Juntar as solugdes e agitar.
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Anexo D. Fracionamento dos extratos de Jatropha gossypiifolia
D1. Fracionamento do extrato n-hexano (EH)

O extrato n-hexano (EH) (6.88 g) foi cromatografado numa coluna de silica gel e eluido
com n-hexano e misturas de n-hexano (n-Hex)/tolueno (Tol), tolueno (Tol)/ acetato de
etilo (AcEt) e tolueno (Tol)/ metanol (MeOH) (Tabela D1).

Tabela D1 - FragBes cromatogréficas do extrato n-hexano (EH).

Fracdo Eluente Massa (mg) Observactes

EH1 n-Hexano 160 6leo amarelado
EH: n-Hex / Tol (8:2) 90 "

EHs n-Hex / Tol (7:3) 1890 Oleo esverdeado
EH4 Tol / AcEt (7:3) 2800 sélido verde
EHs.6 Tol / AcEt (7:3) 840 "

EH> Tol / AcEt (5:5) 420 "

EHs Tol / AcEt (5:5) 770 Oleo acastanhado
EHo Tol / MeOH (9:1) 100 6leo amarelado
EHio Tol / MeOH (8:2) 70 solido esverdeado
EHu Tol / MeOH (8:2) 1300 sélido esverdeado
EHi2.15 Tol / MeOH (8:2) 160 6leo esverdeado
EH1e Tol / MeOH (8:2) 10 "

EHa17 Tol / MeOH (8:2) 40 "

EHis Tol / MeOH (8:2) 30 "

EHio Tol / MeOH (8:2) 80 "

EHzo Tol / MeOH (8:2) 130 "

EH21-23 Vérios 80 "

EH24-26 Tol / MeOH (78:22) 40 "

EH27.28 Tol/MeOH (78:22) 80 6leo amarelado
EH29 Tol/MeOH (78:22) 70 Oleo acastanhado
EHso0-31 Varios 70 6leo amarelado
EHs2-34 Tol / MeOH (75:25) 340 Oleo acastanhado
EHss Tol / MeOH (75:25) 60 "

EHss Tol / MeOH (70:30) 80 "

EHa7 Tol / MeOH (70:30) 80 "

EHas Tol / MeOH (70:30) 10 oleo esverdeado
EHasg Tol / MeOH (68:32) 220 Oleo acastanhado
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Tabela D1 - FragGes cromatograficas do extrato n-hexano (EH). (continuagdo)

EHao Tol / MeOH (65:35) 20 6leo amarelado
EHa Tol / MeOH (65:35) 120 "

EHa42.43 Tol / MeOH (65:35) 270 Oleo acastanhado
EHaa Tol / MeOH (65:35) 40 "

EHus Tol / MeOH (60:40) 20 6leo amarelado
EHa6-49 Vérios 240 "

EHso Tol / MeOH (55:45) 200 "

EHs1 Tol/MeOH (50:50) 140 "

EHs2 Tol/MeOH (48:52) 50 "

EHss-60 Varios 1780 sélido acastanhado

Os perfis cromatogréficos das fracdes do extrato n-hexano (EH) obtidos por CCF,
usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo, e revelados sob

acdo de luz de UVass € ap0Os pulverizacdo das placas com uma solucdo de &cido

dodecamolibdofosforico estao representados na Figura D1.
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Figura D1 - Perfis cromatograficos, obtidos por CCF, das fraces cromatograficas do extrato n-hexano

(EH), usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo.

D2. Fracionamento das fracdes EHs; e EH4

As fracbes EHz; e EH4 resultantes da cromatografia do extrato n-hexano (EH) foram re-

cromatografadas, em coluna de silica gel e eluida com n-hexano e misturas de n-hexano
(n-Hex)/tolueno (Tol), Eter de petroleo (Eter de petrol)/ tolueno (Tol) (Tabela D2 e D3).

Tabela D2 — Fragdes cromatogréaficas da fragdo EHa.

Fracdo Eluente Massa (mg) Observactes
EHs1 n-Hexano 310 6leo amarelado
EHs2 n-Hex / Tol (98:2) 550 "

EHss n-Hex / Tol (95:5) 40 solido branco
EHsz4-7 Eter de petr6l / Tol (95:5) 120 sélido acastanhado
EHss-14 Eter de petrél / Tol (85:15) 70 sélido branco
EHs.s Eter de petrdl / Tol (85:15) 30 "

EHs.16 Eter de petrdl / Tol (80:20) 20 "
EHs.17-25 " 240 "
EHs.26-31 " 140 "
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Tabela D2 — Fragdes cromatogréficas da fragcdo EHs. (continuacgao)

EHs32-38 " 140 solido branco
EHs.39 " 20 "
EHz.40-41 " 60 sélido incolor
EHz.42-52 " 170 6leo incolor
EHss3-55 " 90 6leo amarelado
EHss6 Eter de petrél / Tol (75:25) 10 sélido incolor
EHs57-67 " 290 "
EHs.6s " 10 "
EHs69-71 " 30 6leo amarelado
EH3.72-73 " 30 sélido incolor
EHs74-92 Eter de petrél / Tol (70:30) 350 6leo amarelado
EHs.93-98 Eter de petrél / Tol (65:35) 80 sélido amarelado
EHs.00 Eter de petrél / Tol (65:35) 70 Oleo amarelado
Tabela D3 — FragBes cromatograficas da fragdo EHa.

Fracéo Eluente Peso (mg) Observacoes
EHa1 n-Hexano 180 solido acastanhado
EH42-4 Eter de petrdl / Tol (90:10) 90 sélido branco
EHas " 10 sélido incolor
EHa46 Eter de petrél / Tol (80:20) 30 sélido esverdeado
EHa.7 Eter de petrdl / Tol (75:25) 10 "

EHass-10 " 30 "
EHa11-13 Varios 40 "
EH4.14-18 Eter de petrdl / Tol (65:35) 50 sélido branco
EHa.19-20 " 20 "
EHa21 " 10 "
EHa.22 " 10 s6lido incolor
EHa.23 " 10 "
EHa.24-27 " 50 "
EHa.28-33 " 230 "
EHs.34-38 " 110 "
EHa.39-43 " 140 "
EHa.44-45 " 100 6leo amarelado
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Tabela D3 — FracGes cromatograficas da fracdo EH4. (continuacgao)

EHa.46 - 48 " 160 6leo amarelado
EHa.49- 50 " 50 "
EHa51-54 " 110 "

EHass - 56 " 110 "
EHa57-69 " 200 s6lido branco
EHa70-73 Eter de petrdl / Tol (60:40) 100 6leo amarelado
-- 0 M deneoore
EHas1 " 10 sélido amarelado
EHas2-84 " 30 "
EHa.8s5-88 " 30 "

EHa g9 " 20 "

EHa.90- 108 Varios 280 sélido amarelado
EHa100-113 Eter de petrdl / Tol (40: 60) 20 "

EHa.114 Eter de petrél / Tol (40: 60) 10 "

Os perfis cromatogréficos das fragcdes resultantes de EHs e EHs obtidos por CCF,
usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo, e revelados sob
acdo de luz de UVass € ap0Os pulverizacdo das placas com uma solucdo de &cido

dodecamolibdofosfarico estéo representados na Figura D2 e D3.
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Figura D2 — Perfis cromatograficos, obtidos por CCF, das fragdes cromatograficas resultantes de EHg,

usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo.
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Figura D3 - Perfis cromatogréficos, obtidos por CCF, das fragcbes cromatograficas resultantes de EHa,

usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo.

D4. Fracionamento do extrato cloroférmio (EC)

O extrato cloroférmio (EC) (5.73 g) foi cromatografado numa coluna de silica gel e eluido
com n-hexano e misturas de n-hexano (n-Hex)/tolueno (Tol), tolueno (Tol)/ acetato de
etilo (AcEt) e tolueno (Tol)/ metanol (MeOH) (Tabela D4).

Tabela D4 — Fragdes cromatogréaficas do extrato n-hexano (EC).

Fragéo Eluente Peso (mg) Observacodes
EC. Eter de petrél / Tol (97:3) 231 sélido branco
EC: Eter de petrol / Tol (70:30) 115 "

ECs " 29 "
ECass " 23 "
ECoss " 18 "
ECo-13 " 46 "
ECu4 " 6 "
ECis-21 " 48 "
EC22-23 " 7 "
EC24-35 " 108 "
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Tabela D4 — Fragdes cromatogréficas do extrato n-hexano (EC). (continuag&o)

ECss-40 " 45 solido branco
ECa1-45 " 57 "
ECuas-50 " 73 6leo amarelado
ECsi52 " 54 "
ECs3-54 " 95 "

ECss " 76 "

" oss M3 O amareiaco
ECsi-90 Varios 18 6leo amarelado
ECo1-03 Eter de petrél / Tol (65:35) 24 "

ECo4 " 102 "
ECos-90 " 584 "

mistura (6leo amarelado

EC100-111 " 781 e solido branco)
EC112-125 Vérios 253 6leo amarelado
ECi26 Eter de petrdl / Tol (60:40) 14 "
ECi27-130 " 66 "
ECisi1-135 " 85 solido branco
ECus6-140 " 91 "
ECi41-142 Eter de petrél / Tol (40:60) 30 "
ECi43145 " 55 "

ECu4s " 13 "
ECi47-150 " 48 "
ECis1-154 Eter de petrél / Tol (30:70) 134 "
ECass-160 Varios 281 0leo amarelado

Os perfis cromatograficos das fragbes do extrato cloroformio (EC) obtidos por CCF,
usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo, e revelados sob
acao de luz de UVzs e ap0s pulverizacdo das placas com uma solucdo de acido

dodecamolibdofosférico estéo representados na Figura D4.

109



110



111



Figura D4 — Perfis cromatogréficos, obtidos por CCF, das fragcdes cromatogréaficas do extrato cloroférmio

(EC), usando mistura de eluentes de n-hexano, tolueno e acetato de etilo.

112



Anexo E. Cromatogramas obtidos por GC —MS para as diferentes fracdes dos extratos de

Jatropha gossypiifolia

Nas figuras E1 e E2 estdo representados os cromatogramas obtidos por GC-MS para

as fracbes EH1s, EH24.06, EHs7 € EHss resultantes da separacéo do extrato hexano (EH)

em cromatografia em coluna em silica gel, usando como eluente tolueno/metanol
(80:20), (78:22) e (70:30), respetivamente.
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RT: 0.00-887T
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. I B B B e e e
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Figura E1 — Cromatogramas obtidos por GC-MS das fragdes EHis € EH24.26, resultante da separagéo do

extrato hexano (EH), por cromatografia em coluna em silica gel, usando como eluente tolueno/metanol

(80:20) e (78:22) respetivamente.
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Figura E2 — Cromatogramas obtidos por GC-MS das fragbes EHs7 e EHass, resultante da separac¢do do
extrato hexano (EH), por cromatografia em coluna em silica gel, usando como eluente tolueno/metanol
(70:30) e (78:22).
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Na figura E3 e E4 estao representados os cromatogramas obtidos por GC — MS para as
fracdes EHa..4, EHa6, EHas10 resultantes de uma re-cromatografia em coluna silica gel
da fragdo EH, usando como eluente éter de petréleo/tolueno (90:10), (80:20) e (75:25),

respetivamente.
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Figura E3 — Cromatogramas obtidos por GC — MS das fragbes EHs2.4, EH46 resultantes de uma re-
cromatografia em coluna silica gel da fragdo EH4 usando como eluente éter de petréleo/tolueno (90:10),

(80:20), respetivamente.
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Figura E4 — Cromatogramas obtidos por GC-MS da fragdo EHa.s-10 resultantes de uma re-cromatografia

em coluna silica gel da fragdo EH4 usando como eluente éter de petréleo/tolueno (75:25).

Na figura E5 e E6 estdo representados os cromatogramas obtidos por GC — MS para as

fracdes EHa.14.18, € EHa19.20 resultantes de uma re-cromatografia em coluna silica gel da

fracdo EH4 usando como eluente éter de petréleo/tolueno (65:35).
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Figura E5 — Cromatogramas obtidos por GC-MS da fragdo EHa.14-18 resultantes de uma re-cromatografia

em coluna silica gel da fragdo EH4 usando como eluente éter de petréleo/tolueno (65:35).
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Figura E6 — Cromatogramas obtidos por GC-MS da fragdo EHa.10-20 resultantes de uma re-cromatografia

em coluna silica gel da fragdo EH4 usando como eluente éter de petréleo/tolueno (65:35).
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Anexo F. Exemplo de curva de calibragdo de DPPH

Para a determinacgéo da atividade antioxidante pelo método de radical livre de DPPHe
foi necessario a utilizacdo de uma curva de calibragdo para cada um dos ensaios
realizados, com uma solucédo de DPPH preparada diariamente com concentragdes de
20, 40, 60, 80 e 100 pmol/L em funcdo da absorvancia das mesmas a 517 nm. A figura
F1 apresenta uma curva de calibracdo normalmente obtida para determinar a

concentracdo de DPPH.

1.200 ~
1.000 -
0.800 -
0.600 -
0.400 - y = 0.0105x - 0.0029

R2=0.9999
0.200 -

Absorvancias;znm

0.000 & . . . . .
0 20 40 60 80 100

Concentragédo (umol/L)

Figura F1 — Curva de Calibragao tipica para determinagdo da concentracéo de DPPH.
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Anexo G. Curvade calibracdo de acido galico para determinacao do teor total de polifendis

Para a determinacdo do teor total de compostos fendlicos pelo método de Folin-
Ciocalteu recorreu-se a uma curva de calibracdo de &cido gdlico, preparada com
solucBes deste composto a diferentes concentracdes 12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
300, 400, 500 mg/mL em funcdo da absorvancia das mesmas a 765 nm. A figura G1
apresenta a curva de calibracdo obtida para a determinac&o do teor total de compostos

fendlicos dos extratos de J. gossypiifolia.
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0.500 -

0.400 -

0.300 -

y = 0.000969x + 0.001754

0.200 R? = 0.9967
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0.100

0.000

200 300 400 500 600

0 100
Concentragédo (mg/L)

Figura G1 — Curva de calibragao de acido gélico utilizada na determinacéo do teor de polifendis nos extratos

de J. gossypiifolia obtidos previamente por extragdo supercritica e sucessiva maceragao.
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Anexo H. Preparacado do padréo de turbidez 0.5 McFarland para preparacao do inéculo

1. Preparar uma solucdo de stock de 0.048 mol/L de cloreto de bario (BaCl,) (Merck)
(1.175% v/v de BaCl; « 2H,0).

2. Preparar uma solucao de stock 0.18 mol/L (0.36 N) de &cido sulfarico (H2S0O4) (Merck)
(1% viv).

3. Com agitacdo constante para manter uma suspensao, adicionar 0.5 mL da solucdo
de BaCl;, a 99.5 mL da solugéo de HzSO..

4. Verificar a densidade correta da turbidez do padrao, através da medicéo da absorcdo
utilizando um espectrofotometro de luz de caminho de 1 cm e cuvetes combinadas. A

absorvancia a 625 nm deve ser entre 0.08-0.13 para o padréo 0.5 McFarland.

5. Transferir a suspensao de sulfato de bario em aliquotas de 4 a 6 ml em tubos com
tampa de rosca do mesmo tamanho que os usados para padronizar o indculo

bacteriano.
6. Selar firmemente os tubos e armazenar no escuro a temperatura ambiente.

7. Agitar vigorosamente o padrdo de turbidez de sulfato de bario num vortex antes de
cada utilizagdo e averiguar uma aparéncia uniformemente turva. Substitua o padrdo se
aparecer grandes particulas. Misture suspensdes de particulas de latex, invertendo

suavemente, e NAo num vortex.

8. Os padrbes de sulfato de béario devem ser substituidos ou suas densidades
verificadas mensalmente. (CLSI, 2012) (NCCLS, 2002).
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Anexo |. Determinacdo da percentagem de inibicdo do crescimento microbiano com

extratos de J. gossypiifolia pelo método de microdiluicdo em caldo

I1. Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli com extratos de

J. gossypiifolia

Para determinacao da percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli com
extratos das folhas de J. gossypiifolia utilizou-se a expresséo (2), considerando-se para
efeitos de calculo o valor médio das absorvancias do controlo positivo e para o controlo

negativo os respetivos valores de absorvancia de cada concentracao.

O valor médio do controlo positivo estimado para os extratos CO,, CO.+EtOH e
CO,+MeOH, tabelas 11, 12 e 13 respetivamente, foi de 0.209.

Tabela 11 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli a diferentes concentragdes de

extrato de ESC CO:2 de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da

amostra.
C(E‘Sg(/:ni:l(_))z Acontrolo negativo Acontrolo amostra % Inibi an
5.00 0.236 0.209 100.0
2.50 0.170 0.178 96.5
1.25 0.196 0.243 78.9
0.63 0.183 0.226 80.5
0.31 0.127 0.189 71.8
0.16 0.121 0.233 49.3
0.08 0.123 0.239 47.7

Tabela 12 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli a diferentes concentracGes de

extrato de ESC CO2+EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia

da amostra.
CESC CO.+EtOH g ———— iR
(mg/nz1+L) Acontrolﬂ negativo Acontrolo amostra % |n|b|(;a0
5.00 0.349 0.322 100.0
2.50 0.184 0.191 97.0
1.25 0.204 0.229 88.7
0.63 0.166 0.235 68.8
0.31 0.110 0.166 74.5
0.16 0.098 0.154 74.7
0.08 0.101 0.191 59.1
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Tabela I3 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli a diferentes concentracBes de
extrato de ESC CO2+MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia

da amostra.
CES((;an?E;'\CI)EOH Acontrolu negativo Acontrolo amostra % Inibi (;50
5.00 0.336 0.351 93.1
2.50 0.179 0.223 79.9
1.25 0.180 0.231 76.8
0.63 0.137 0.192 75.1
0.31 0.093 0.241 32.9
0.16 0.079 0.160 63.5
0.08 0.072 0.212 36.7

Para os Mac. EtOH e Mac. MeOH, tabelas 14 e I5, o valor médio do controlo positivo
estimado foi de 0.183

Tabela 14 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli a diferentes concentracdes de

extrato de Mac EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da

amostra.
C%aglr?(l_); Acontrolu negativo Acontrolo amostra % |n|b|95.0
5.00 0.372 0.337 100.0
2.50 0.172 0.214 77.3
1.25 0.144 0.212 62.7
0.63 0.123 0.198 59.1
0.31 0.087 0.201 37.8
0.16 0.071 0.219 19.1
0.08 0.054 0.212 14.0

Tabela I5 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Escherichia coli a diferentes concentracGes de

extrato de Mac MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da

amostra.
C’(\An?(g:/%el_o)H Acontrolo negativo W % Inibic&o
5.00 0.067 0.176 40.7
2.50 0.057 0.216 134
1.25 0.052 0.236 0.0
0.63 0.050 0.175 31.8
0.31 0.041 0.177 25.8
0.16 0.039 0.181 22.7
0.08 0.036 0.209 5.8
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I2. Percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis com extratos de

J. gossypiifolia

Na determinacdo da percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis com
extratos das folhas de J. gossypiifolia utilizou-se a expressao (2), considerando-se para
efeitos de céalculo o valor médio das absorvancias do controlo positivo e para o controlo
negativo os respetivos valores de absorvancia de cada concentracao.

O valor médio do controlo positivo estimado para os extratos CO,, CO.+EtOH e
CO2+MeOH, tabelas 16, 17 e 18 respetivamente, foi de 0.102.

Tabela 16 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis a diferentes concentracdes de
extrato de ESC CO: de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da

amostra.

CEsc co e — -

(rEng/mL)z Acontrolo negativo Acontrolo amostra % |n|b|(}aO
5.00 0.147 0.209 100.0
2.50 0.121 0.178 94.8
1.25 0.149 0.243 62.8
0.63 0.176 0.226 12.5
0.31 0.190 0.189 2.7
0.16 0.227 0.233 0.0
0.08 0.169 0.239 0.0

Tabela 17 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis a diferentes concentragbes de

extrato de ESC CO2+EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia

da amostra.
CESC CO,+EtOH T -
(mg/nz1+L) Acontrolo negativo A ontrolo amostra % |n|b|(;a0
5.00 0.286 0.294 92.5
2.50 0.143 0.163 80.1
1.25 0.092 0.160 33.1
0.63 0.068 0.141 28.2
0.31 0.045 0.184 0.0
0.16 0.050 0.169 0.0
0.08 0.032 0.160 0.0
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Tabela 18 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis a diferentes concentracdes de
extrato de ESC CO2+MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia

da amostra.
CESC CO,+MeOH _— S
(mg/;Lf Acontrolo negativo Acontrolo amostra % |n|b|(;aO
5.00 0.276 0.300 76.2
2.50 0.142 0.197 45.8
1.25 0.084 0.147 38.0
0.63 0.059 0.146 14.4
0.31 0.043 0.161 0.0
0.16 0.036 0.146 0.0
0.08 0.035 0.172 0.0

Para os extratos Mac. EtOH e Mac. MeOH, tabelas 19 e 110, o valor médio do controlo

positivo estimado foi de 0.115

Tabela 19 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis a diferentes concentrages de
extrato de Mac EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo positivo e absorvancia da

amostra.
C('\I‘/Il’lagc;/E’::(L))H Acontroto negativo Acontrolo amostra % Inibicéo
5.00 0.325 0.323 100.0
2.50 0.144 0.196 54.7
1.25 0.142 0.195 54.3
0.63 0.102 0.207 8.9
0.31 0.105 0.214 51
0.16 0.056 0.164 6.4
0.08 0.045 0.161 0.0

Tabela 110 — Percentagem de inibigdo do crescimento de Bacillus subtilis a diferentes concentra¢des de

extrato de Mac MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da

amostra.
C’(\An?;/,\r/lnel_o)H Acontrolo negativo W % Inibicéo
5.00 0.039 0.193 0.0
2.50 0.041 0.150 4.8
1.25 0.045 0.172 0.0
0.63 0.046 0.222 0.0
0.31 0.043 0.148 8.6
0.16 0.038 0.161 0.0
0.08 0.034 0.162 0.0
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I3. Percentagem de inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa com

extratos de J. gossypiifolia

Como no ensaio para determinacdo da percentagem de inibicdo do crescimento
Pseudomonas aeruginosa e Saccharomyces cerevisiae com extratos das folhas de J.
gossypiifolia 0 controlo positivo ndo apresentou crescimento como seria esperado,

apenas se apresentam os resultados obtidos.

O valor médio do controlo positivo estimado para os extratos CO,, CO,+EtOH e
CO,+MeOH para a Pseudomonas aeruginosa, tabelas 111, 112 e 113 respetivamente, foi
de 0.068.

Tabela 111 — Resultados obtidos para Pseudomonas aeruginosa a diferentes concentracdes de extrato de
CO2 de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CESc Cco;

(mg/mL Acontroto negativo Acontrolo amostra
5.00 0.174 0.285
2.50 0.141 0.175
1.25 0.191 0.191
0.63 0.154 0.155
0.31 0.101 0.110
0.16 0.094 0.107
0.08 0.098 0.123

Tabela 112 — Resultados obtidos para Pseudomonas aeruginosa a diferentes concentracdes de extrato de

CO2+EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CESC CO,+EtOH

(mg/mL Acontroto negativo A controlo amostra
5.00 0.423 0.501
2.50 0.184 0.223
1.25 0.184 0.202
0.63 0.147 0.130
031 0.092 0.095
0.16 0.093 0.078
0.08 0.081 0.067
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Tabela 113 — Resultados obtidos para Pseudomonas aeruginosa a diferentes concentracdes de extrato de
CO2+MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CESC CO,+MeOH

(mg/mL Acontrolo negativo Acontrolo amostra
5.00 0.303 0.309
2.50 0.153 0.204
1.25 0.154 0.166
0.63 0.122 0.119
0.31 0.074 0.087
0.16 0.064 0.075
0.08 0.044 0.064

Para os extratos Mac. EtOH e Mac. MeOH, tabelas 114 e 115, o valor médio do controlo
positivo estimado foi de 0.050

Tabela 114 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa a diferentes
concentragfes de extrato de Mac EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e

absorvancia da amostra.

CMac EtOH A 1

(mg/mL) controlo negativo controlo amostra
0.230 0.345 0.376
0.141 0.229 0.247
0.125 0.147 0.160
0.107 0.113 0.128
0.080 0.084 0.106
0.070 0.076 0.092
0.063 0.085 0.094

Tabela 115 — Percentagem de inibicio do crescimento de Pseudomonas aeruginosa a diferentes
concentragfes de extrato de Mac MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo positivo e

absorvancia da amostra.

CMac MeOH A 1
(mg/mL) controlo negativo controlo amostra
5.00 0.044 0.092
2.50 0.046 0.076
1.25 0.058 0.071
0.63 0.061 0.048
0.31 0.053 0.046
0.16 0.054 0.048
0.08 0.052 0.045
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O valor médio do controlo positivo estimado para os extratos CO,, CO.+EtOH e

CO,+MeOH no ensaio da Saccharomyces cerevisiae, tabelas 116, 117 e

respetivamente, foi de 0.068.

118

Tabela 116 — Resultados obtidos para Saccharomyces cerevisiae a diferentes concentra¢des de extrato de

CO:2 de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CEsc co, A I
(mg/mL controlo negativo controlo amostra
5.00 0.150 0.144
2.50 0.094 0.110
1.25 0.158 0.166
0.63 0.140 0.134
0.31 0.102 0.100
0.16 0.097 0.093
0.08 0.102 0.101

Tabela 117 — Resultados obtidos para Saccharomyces cerevisiae a diferentes concentragdes de extrato de

CO2+EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CESC CO,+EtOH

Acontrolo negativo

Acontrolo amostra

(mg/mL
5.00 0.284 0.303
2.50 0.170 0.182
1.25 0.181 0.172
0.63 0.132 0.130
0.31 0.093 0.085
0.16 0.084 0.074
0.08 0.073 0.063

Tabela 118 — Resultados obtidos para Saccharomyces cerevisiae a diferentes concentragfes de extrato de

CO2+MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e absorvancia da amostra.

CESC CO,+MeOH

Acontrolu negativo

Acontrolo amostra

(mg/mL
5.00 0.281 0.284
2.50 0.140 0.169
1.25 0.144 0.137
0.63 0.099 0.098
0.31 0.068 0.073
0.16 0.056 0.058
0.08 0.049 0.049
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Para os extratosMac. EtOH e Mac. MeOH, tabelas 114 e 115, o valor médio do controlo

positivo estimado foi de 0.050

Tabela 119 - Percentagem de inibicdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae a diferentes
concentragfes de extrato de Mac EtOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e
absorvancia da amostra.

C('vlmag;:/ﬁ‘:(l_))H Acontrolo negativo Acontrolo amostra
5.00 0.216 0.230
2.50 0.134 0.141
1.25 0.143 0.125
0.63 0.115 0.107
0.31 0.093 0.080
0.16 0.076 0.070
0.08 0.071 0.063

Tabela 120 — Percentagem de inibicdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae a diferentes
concentragfes de extrato de Mac MeOH de folhas de J. gossypiifolia e absorvancia do controlo negativo e

absorvancia da amostra.

C'(\/II’T?; /'\I{Inelf))H Acontrolo negativo Acontrolo amostra
5.00 0.051 0.092
2.50 0.054 0.071
1.25 0.063 0.068
0.63 0.065 0.059
0.31 0.056 0.055
0.16 0.050 0.056
0.08 0.049 0.051
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