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RESUMO

DIEDRICH, Camila. Otimizacdo Multivariada de Extracdo de Compostos
Bioativos em Folhas, Casca e Residuos de Seiva de Croton Lechleri. 2018. 135
f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Pato Branco, PR, 2018.

As plantas naturais da Amazonia vém instigando o interesse de pesquisadores a
extrair os produtos desta regido. O intuito destas pesquisas foca no desenvolvimento
de novos farmacos a partir dos compostos bioativos de plantas visando o combate
de inUmeras doencgas associadas ao aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio. A seiva, folhas e cascas de plantas do género Croton séo utilizadas pelos
povos nativos amazonicos para fins medicinais com acéo cicatrizante, anti-
inflamatoria e antibacteriana. Este estudo teve como objetivo otimizar o processo de
extracdo de produtos naturais de folhas, cascas de extratos de C. lechleri. O
delineamento para extracdo de compostos naturais foi realizado por meio de
planejamento fatorial 22 e andlise por metodologia de superficie de resposta (RSM).
Trés fatores (varidveis independentes); tipo de solvente (agua ou etanol), tempo de
extracdo (30 ou 90 min) e temperatura de extracdo (35°C e 70°C) foram utilizados
para o delineamento experimental. Enquanto que as variaveis dependentes; teor de
compostos fendlicos, atividade antioxidante por DPPH, e teor de antocianinas foram
avaliadas nos extratos de C. lechleri. A composi¢cdo da diversidade de compostos
fendlicos foi investigada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O conjunto de
dados foi submetido a analise de componentes principais (ACP). A melhor condi¢éo
de extracao de compostos fendlicos foi agua, a 70 °C por 30 min, enquanto que para
0s compostos com atividade antioxidante foi etanol, a 70 °C por 90 min. A andlise
por cromatografia revelou a presenca majoritariamente de acido galico, catequina,
epicatequina, &cido siringico, acido cumarico e &cido ferrdlico. Por fim, o
delineamento fatorial permitiu a redugcdo do nuimero de ensaios realizados sem
diminuir a qualidade da informacdo e dos resultados da andlise de variancia.
Metodologia de superficie de resposta e andlise de componentes principais
empregadas provaram ser ferramentas eficientes para analisar dados da
bioatividade de extratos de C. lechleri.

Palavras-chave: CLAE, metodologia de superficie de resposta, analise de

componentes principais.



ABSTRACT

DIEDRICH, Camila. Multivariate Optimization of Bioactive Compounds
Extraction in Croton Lechleri Leaves, Bark and Sap Residue. 2018. 135 f.
Master’'s Dissertation (Master's degree in Technology Chemical and Biochemical
Process) - Federal University of Technology of Parand, Pato Branco, PR, 2018.

The natural plants of the Amazon have been instigating the interest of researchers to
extract the products of the region. The purpose of this research focuses on no
development of new drugs from bioactive plant compounds aimed at fighting
numerous diseases associated with increased production of reactive oxygen species.
The sap, leaves and barks of plants of the genus Croton are used by native
Amazonian peoples for medicinal purposes with healing, anti-inflammatory and
antibacterial action. This study aimed to optimize the extraction process of natural
products from leaves, bark of C. lechleri extracts. The design for the extraction of
natural compounds was performed by 23 factorial experimental design and analysis
using Response Surface Methodology (RSM). Three factors (independent variables);
type of solvent (water or ethanol), extraction time (30 or 90 min) and extraction
temperature (35 °C and 70 °C) were used for the experimental design. While the
dependent variables; content of phenolic compounds, antioxidant activity by DPPH,
and anthocyanin content were evaluated in extracts of C. lechleri. The composition of
the diversity of phenolic compounds was investigated by high performance liquid
chromatography. The data set was submitted to Principal Component Analysis
(PCA). The best extraction condition of phenolic compounds was water, at 70 °C for
30 min, while for the compounds with antioxidant activity was ethanol, at 70 °C for 90
min. Chromatographic analysis revealed the presence of gallic acid, catechin,
epicatechin, syringic acid, coumaric acid and ferulic acid. Finally, the factorial design
allowed the reduction of the number of tests carried out without diminishing the
quality of information and the results of analysis of variance. Response Surface
Methodology and Principal Component Analysis proved to be efficient tools used to
analyze data bioactivity of extracts from C. lechleri.

Key words: HPLC, response surface methodology, principal component analysis.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas naturais pelos povos indigenas da Amazbnia e seus
descendentes vem despertando o interesse de pesquisadores a catalogar,
caracterizar e extrair os produtos naturais desta regido no intuito de desenvolver
novos farmacos a partir dos compostos bioativos de plantas. O estudo e a avaliacao
dos compostos de plantas e de suas agdes bioldgicas podem produzir potenciais
farmacos para o combate de inUmeras doencas associadas ao aumento na
producado de espécies reativas de oxigénio pelo organismo.

O uso desenfreado de farmacos sintéticos a partir do século XX ocasionou o
aparecimento de infec¢cbes com resisténcia a antibioticos o que dificultou o combate
aos microrganismos Nicolini et al. (2008). De acordo com Amini; Liu; Ahmad, (2017),
em 2050, estima-se que as infeccbes causadas por microrganismos resistentes
serdo responsaveis por causar milhdes de mortes e custardo aproximadamente 100
trilinbes de dolares aos governos. Além disso, doengcas como céancer, Alzheimer
Wang et al. (2014) Parkinson Hwang (2013) e esclerose multipla estdo associadas
ao aumento exagerado da producdo de radicais livres e consequente estresse
oxidativo no organismo.

Compostos bioativos de origem natural apresentam acdo antioxidante capaz
de reverter quadros de estresse oxidativo em patologias, além de possuirem acéo
contra agentes microbianos, o que torna a pesquisa por esses produtos o foco para
a descoberta de moléculas com potencial acdo biolégica ACHKAR et al. (2013). Na
industria de alimentos, as plantas medicinais com propriedades antioxidantes tém
sido utilizadas como opc¢do de substituicdo aos antioxidantes sintéticos aos quais
séo atribuidos efeitos toxicos e cancerigenos a longo prazo Ramalho; Jorge (2006).

As plantas de interesse farmacologico provenientes da Amazbnia
pertencentes ao género Croton sao utilizadas pelos povos nativos como
cicatrizantes, anti-inflamatorios e antibacterianos, das quais séao utilizadas seiva,
folhas e cascas para tais fins medicinais Alonso-Castro et al. (2012 e Montopoli et
al. (2012 e Rossi et al. (2011). A Croton lechleri vem sendo pesquisada quanto a sua
atividade antioxidante e antimicrobiana, bem como em relacdo a sua composicao

qguimica no que diz respeito aos alcaloides.
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Este estudo teve como objetivo otimizar o processo de extracdo das folhas,
cascas e residuo da extracao da seiva de C. lechleri através do planejamento fatorial
23 e aplicando metodologia de superficie de resposta. Além disso, determinar o teor
de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e a atividade antimicrobiana

destes extratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo definir as melhores condi¢gbes de extracdo dos
compostos fendlicos de cascas, folhas e residuo da extracdo da seiva de Croton
lechleri, caracterizar o perfil fenolico por CLAE e avaliar a atividade antimicrobiana e

antioxidante de seus extratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a extracdo de compostos fendlicos com atividade antioxidante,
usando um delineamento fatorial 23 para avaliar o efeito do solvente, da
temperatura e do tempo de extracdo em cascas, folhas e residuo de seiva de

Croton lechleri;

e Avaliar o teor de antocianinas e compostos fendélicos das amostras de cascas,

folhas e residuo de seiva de Croton lechleri na melhor condicéo de extracao;

e Determinar as propriedades antioxidantes dos extratos de C. lechleri pelos
métodos da reducdo do ferro - FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power),
sequestro dos radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina), ABTS (2,2-azino-
bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico));

¢ Identificar e quantificar os compostos fendlicos nos extratos de Croton lechleri

por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a atividade antimicrobiana das amostras pelo método de
microdiluicdo, através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, Salmonella bongori,

Escherichia coli, Bacillus subitilis, Candida albicans.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

A floresta amazobnica, localizada nos paises Brasil, Equador, Peru, Bolivia,
Colémbia, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela Penna Filho (2013) é conhecida
mundialmente pela diversidade da sua flora e fauna e abriga diversos povos
indigenas os quais possuem conhecimentos adquiridos a geracdes sobre as plantas
medicinais da regido Vasquez et al. (2014).

O uso de plantas medicinais € comum desde as civilizacbes mais antigas,
seja no tratamento de doencas ou através de seus efeitos tdéxicos. Entre 0os povos
que registraram a utilizagcdo das plantas como meio de tratamento de doencas e
como veneno estdo 0s chineses, egipcios e gregos Firmo et al. (2011). As acdes
farmacoldgicas das plantas sdo devidas aos compostos ativos, 0s quais comecaram
a ser isolados no século XIV quando o homem passou a adentrar nas florestas
desconhecidas em busca de novas fontes para o desenvolvimento de farmacos Cai
et al. (1991).

De acordo com Dutra et al. (2016), a primeira patente de farmacos registrada
data de 1897, com a sintese do acido acetilsalicilico (aspirina) e incentivou a busca
por novos compostos de plantas e, consequentemente, o crescimento da industria
farmacéutica em todos os continentes. No decorrer do século XX, o avanco da
tecnologia e o desenvolvimento de técnicas quimicas possibilitou o tratamento e
cura de diversas doencas Junior (2008) fator fundamental no aumento da
longevidade do homem.

A Organizacdo Mundial de Saude define planta medicinal como qualquer
vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos
Veiga et al. (2005). A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) estabelece
fitoterapico como “produto obtido de planta medicinal, ou de seus derivados, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa” ANVISA

(2011). A agéncia avalia a qualidade, seguranca e eficacia de medicamentos
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fitoterapicos no Brasil, afim de desvincular produtos de baixa qualidade e de risco
toxico CARVALHO et al. (2007).

3.2 Croton lechleri

Entre as plantas da familia Euphorbiaceae, com cerca de 300 géneros e
7500 espécies, Croton lechleri se destaca pelo uso medicinal ha séculos pelas
comunidades indigenas amazénicas Fao et al. (2012). A arvore de Croton lechleri,
apresentada na Figura 1, pode atingir 20 metros de altura e suas folhas tém formato
de coracdo e podem chegar a 30 centimetros de comprimento Jones (2003). A
planta € encontrada nas regides equatoriais da América latina que compreende
México, Venezuela, Equador, Peru Alonso-Castro et al. (2012), Brasil Gupta et al.
(2007), Colébmbia e Bolivia Rossi et al. (2011). Popularmente conhecida como
Sangue de Dragao, Sangre de Drago Ramirez et al. (2013), Dragon’s Blood, Pocure,
Racurana Rossi et al. (2011), Yawar Gradwascca e Quirari Jones (2003), a C.
lechleri € uma arvore de porte médio que ocorre em areas de até 1000 metros de
altitude, sendo mais comumente encontrada entre 100 e 600 metros. Ao cortar-se o
caule, um latex viscoso vermelho-carmim é secretado da casca da arvore, como

mostra a Figura 2, explicando a origem de seu nome popular Montopoli et al. (2012).
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Figura 1 - Arvore de Croton lechleri
Fonte: Useful tropical plants <http://tropical.theferns.info/image.php?id=Croton+lechleri>

Figura 2 — Corte do caule de C. lechleri para obtencdo da seiva de coloracédo avermelhada.

Fonte: Useful tropical plants <http://tropical.theferns.info/image.php?id=Croton+lechleri>
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Na medicina popular da regido amazonica, a C. lechleri vem sendo utilizada a
geracdes pelas comunidades no tratamento de Ulceras gastricas, diarreias,
infecgbes, picadas de insetos, artrites Rossi et al. (2011), cancer Ramirez et al.
(2013), colera, hemorroidas Gupta et al. (2007), herpes Lopes et al. (2013), lesdes
digestivas Lopes et al. (2004) e como cicatrizante e analgésico Fao et al. (2012).

Estudos realizados com o latex, folha e casca provenientes desta espécie de
planta indicam a presenca de compostos bioativos das classes de compostos
fendlicos e alcaloides, aos quais sado atribuidas atividades antioxidante,
antimicrobiana Gupta et al. (2007 e Jones (2003), anti-inflamatéria Desmarchelier et
al. (1997 e Féao et al. (2012 e Lopes et al. (2013), antitumoral Montopoli et al. (2012)

e antiviral Ramirez et al. (2013 e Zevedo, Paula et al. (2015).

3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS EM PLANTAS: PRESENCA MAJORITARIA DE
COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

As plantas realizam metabolismo primario como forma de garantir suas
necessidades energéticas metabdlicas, através de fotossintese e do transporte de
solutos que suprem sua demanda. Além disso, quando as plantas se encontram em
condi¢cdes 6timas de sobrevivéncia, estas produzem os chamados compostos de
metabolismo secundario, responsaveis por atividades biologicas de interesse
farmacolégico Skendi et al. (2017) cuja sintese pode sofrer variacdo de acordo com
a interacdo de processos bioguimicos afetados por condicbes ambientais
(YOGENDRA KUMAR et al.,, 2013). Nas plantas, os metabdlitos secundarios
desempenham fun¢des de protecdo contra patdgenos, atracdo para polinizadores e
como agentes de simbiose e de competicdo com outras plantas. Estes compostos,
formados por terpenos, fendlicos e alcaloides séo de interesse farmacologico devido
as suas acdes como fitoterapicos e alta capacidade de doar hidrogénios e elétrons,
agindo como antioxidantes (WANGENSTEEN et al., 2015).

Os antioxidantes sao, por definicdo, um conjunto de substancias (vitaminas,
minerais, pigmentos naturais, enzimas e outros) que bloqueiam o efeito danoso dos

radicais livres. Os principais antioxidantes de origem enddgena (produzido pelo
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organismo) podem ser a catalase, a glutationa peroxidase, a albumina e a glutationa,
entre outros, ou exdgena (proveniente da dieta), tais como tocoferol, carotenoides,
zinco, cobre, selénio e compostos fendlicos. A respiracdo aerdbia produz radicais
livres que sao neutralizados pelos antioxidantes presentes no organismo. Os
compostos antioxidantes agem na protecdo do organismo contra o atague dos
radicais livres sobre os lipideos, proteinas e aminoacidos Ali et al. (2014 e Kumar et
al. (2017).

Quando a quantidade de radicais livres gerada no organismo € maior do que
dos antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo das células, que consiste na geracao
de espécies reativas de oxigénio como radical hidroxila, anion radical superéxido e
hidroperoxila, responsaveis pelo envelhecimento, doencas degenerativas,
disfungcbes cerebrais e por causar danos ao DNA Salar et al. (2016). Compostos
com potencial acao terapéutica tém sido estudados para o combate a producao de
radicais livres e podem ser provenientes de plantas.

Os antioxidantes de origem naturais mais importantes sdo denominados
compostos fendlicos, os quais sao formados por pelo menos um grupo benzénico e
substituintes hidroxilas, que possuem propriedades Oxi-redutoras e tem a
capacidade de estabilizar os compostos intermediarios formados Mokrani; Madani
(2016). Os compostos fendlicos se destacam por estarem presentes em grandes
guantidades nos vegetais encontrados principalmente nas folhas, frutos e sementes
e sao potentes doadores de hidrogénio o que lhes confere alto poder antioxidante
Mokrani; Madani (2016). Entre os compostos fendélicos encontram-se acido fendlicos
e flavonoides. Os &acidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel
benzénico ligado & um grupo carboxilico e hidroxilas ou metoxila Soares (2002). Os
mesmos sao divididos em hidroxibenzoicos e hidroxicindamicos De Oliveira; Bastos
(2011). A estrutura dos flavonoides é constituida por dois anéis aromaticos ligados
por trés carbonos, totalizando 15 carbonos em configuragdo Ce-C3-Cs (Figura 3) e 0s
mais encontrados séo as flavonas, as flavanonas, as catequinas, as isoflavonas e as

antocianinas Durga et al. (2014).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos flavonoides.
Fonte: ANGELO; JORGE, (2007).

Na industria de alimentos, os radicais livres sdo responsaveis pelos processos
de oxidacéo e degradacao lipidica (CANABADY-ROCHELLE et al., 2015), formando
compostos indesejaveis tais como aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, alcoois e
ésteres Ferrari (1998). A industria de alimentos utiliza compostos antioxidantes para
garantir a estabilidade de produtos, evitando sua deterioracdo e aumentando a vida
de prateleira dos mesmos. Os compostos sintéticos como BHA (butil-hidroxi-anisol),
BHT (butil-hidroxi-tolueno), TBHQ (terc-butil-hidroxi-quinona) e GP (galato de
propila) sdo mais utilizados pela industria devido a sua eficacia em baixas
guantidades, além de baixo custo e maior facilidade de obtencdo. No entanto,
pesquisas tém demonstrado que estes antioxidantes sintéticos apresentam efeitos
toxicos em altas concentragfes e seu uso vem sendo questionado Ambigaipalan
(2015 e Ghimire et al. (2017). Deste modo, os pesquisadores das areas de alimentos
e produtos naturais vém buscando compostos antioxidantes que possam ser
extraidos de fontes naturais e ndo oferecam riscos na substituicdo dos antioxidantes

sintéticos.

3.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Na andlise de plantas medicinais, o processo de extracdo pelo qual a planta é
submetida € determinante na eficacia e quantificagdo dos compostos de interesse

farmacoldgico. A extracdo de compostos bioativos de plantas é determinada pelas
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fases de preparacédo (como lavagem, secagem, moagem e congelamento), extracédo
com solvente e separacdo Sasidharan et al. (2011). Nas fases de lavagem, secagem
e moagem € essencial que as plantas ndo passem por processos com temperaturas
elevadas, afim de n&o deteriorar os compostos alvo de extracdo ACHKAR et al.
(2013). Em relacéo ao solvente empregado, deve-se haver um estudo prévio para se
determinar a polaridade do extrato a ser preparado Naczk; Shahidi (2006).

Os métodos de extracdo de compostos de plantas com o uso de solventes
podem incluir aquecimento, agitacdo, percolacdo, micro extracdo, extracdo com
fluido supercritico, entre outros Sasidharan et al. (2011). A temperatura e o tempo de
extracdo também sdo determinantes no rendimento dos compostos de interesse.
Segundo Naczk; Shahidi, (2006) o tempo de extragdo pode variar de 1 minuto a 24
horas, porém periodos mais longos aumentam as chances de oxidagcdo dos
fendlicos presentes na amostra. Além disso, altas temperaturas podem degradar
compostos quimicos de interesse ACHKAR et al. (2013). De acordo com
Rockenbach et al. (2008), ndo h& consenso entre autores na determinacdo de
método mais eficiente para a extracdo de compostos fendlicos de plantas, sendo
gue o rendimento e composicdo do extrato obtido por solvente depende tanto do
solvente utilizado como do método empregado.

Na extracdo de compostos bioativos de plantas, os solventes mais
comumente empregados sao agua, metanol, etanol e suas combinacdes Alam et al.
(2013). O uso de etanol e agua com proporcdes diversas sdo bastante utilizados
devido a larga abrangéncia de extracdo de compostos fenélicos e por ser de baixo
custo Alothman et al. (2009).

De modo a estudar o impacto que o solvente, a temperatura e o tempo
causam na extragdo de compostos bioativos, o planejamento fatorial faz-se
necessario para reduzir o numero de ensaios, buscando a otimizacdo do processo
de extracdo. Além disso, a Metodologia de Superficie de Resposta e a Analise de
Componentes Principais surgem como ferramentas de analise nos teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante, de modo a viabilizar a leitura dos

dados obtidos.
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3.5 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Na determinacdo dos compostos fendlicos totais (CFT) é empregado o
método que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu. A técnica é baseada na
espectrometria UV-VIS do extrato da amostra e os CFT sdo quantificados a partir
dos valores de absorbancia empregado na curva padrdo de &cido galico, um
antioxidante natural. Oliveira et al. (2009) aponta que o método consiste na mistura
dos acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, de cor amarela no complexo
Na:Mo0O4.2H20 e que, ao sofrer reducdo pelos compostos fenodlicos formam
complexos de molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1104)*]. A Figura 4 mostra a

reacdo entre o 4cido galico (padréo antioxidante) e o reagente Folin-Ciocalteu.

/Ei\/l Na,COy4 =
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OH
coo Coo™
- . )‘“ﬁ
| + 2 Mo —FJ D\ +2Ma™ 4 2 H
Hﬂﬁrﬁ OH 0 OH
OH 0

Figura 4 — Reacdo entre o reagente Folin-Ciocalteu e o &cido galico.
Fonte: OLIVEIRA et al, (2009).

3.6 METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Chiang et al. (2017) define antioxidante como compostos com a capacidade
de diminuir, inibir ou prevenir a oxidacdo de materiais através do sequestro de

radicais livres e diminuindo o estresse oxidativo. Os diferentes tipos de radicais livres
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atuam nos organismos de maneiras distintas, exigindo que os antioxidantes sejam
capazes de reduzi-los e dessa maneira neutralizar sua acao.

Devido aos diferentes mecanismos de acao antioxidante, a atividade
antioxidante de um composto pode ser determinada por iniUmeros métodos in vitro,
dentre os quais estdo o sequestro dos radicais DPPH e ABTS, co-oxidagao de [3-
caroteno e acido linoleico, sequestro do peroxido de hidrogénio, sequestro do radical

peroxil, entre outros Oliveira et al. (2009).

3.6.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante € largamente empregada devido
sua simplicidade, rapidez e alta reprodutibilidade. O radical DPPH (violeta) &
reduzido a hidrazina (amarelo) pelo composto antioxidante que age como doador de
hidrogénios (Figura 5) e a sua atividade € quantificada por espectrofotometria
Mokrani; Madani (2016) com o uso de curva padrdo de Trolox, um composto
analogo a vitamina E, solivel em fases polares e apolares Pietta (2000). A outra
forma de determinar a atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH é
através da quantidade de antioxidante necessario para reduzir a concentracao inicial
de DPPH em 50 % (ECso).

Figura 5 - Estrutura radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH.
Fonte: ALVES et al. (2010).
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3.6.2 Sequestro do radical 2,2-azino-bis (3-benzotiazolina-6acido sulfénico) (ABTS)

O radical ABTS é utilizado na determinacdo da atividade antioxidante de
compostos polares e apolares. O método € baseado na geracdo de radical ABTS
qgue é reduzido pelo antioxidante, como exemplifica a Figura 6 Salar et al. (2016) e,
assim como no método DPPH, a sua atividade € quantificada por espectrofotometria

com o uso de curva padrao de Trolox.

HO o T a "o L T Q
| " "oH | " oM
Trolox® Trolox®
Q oH + N Qon +HN
S -5 N= ] 5 N=
o] [ =N g5 S'_,Cn 8] N g - g oH
N o, COH N . JOH
ABTS pH 7.4 » ABTS
(A = 740 nm) Phosphate buffer 4 mM

Figura 6 — Reacéo entre o radical ABTS e o antioxidante sintético Trolox.
Fonte: CANABADY-ROCHELLE et al. (2015).

3.6.3 Poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

O método de determinacdo da atividade antioxidante pela reducdo do ferro é
comumente empregado para extratos de vegetais e consiste na reducdo do ferro
férrico para ferroso na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) Alam et al.
(2013) em presenca de tampéao acido e forma um complexo de coloragdo azul (como
mostra a Figura 7) cuja absorbancia é determinada a partir de uma curva de

calibragéo preparada com sulfato ferroso.
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Figura 7 — Reducdo do Fe® na presenca de TPTZ.

Fonte: RUFINO et al. (2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 8 mostra o fluxograma das atividades desenvolvidas neste estudo

com as cascas, folhas e residuo da seiva de Croton lechleri.
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Figura 8 — Fluxograma de atividades.

4.1 AMOSTRAS

As amostras de casca, folha e residuo de seiva de Croton lechleri (Figura 9)
foram cedidas por SCHWAAB COMPANY — Pesquisa Industria de Comércio e
Exportacdo e Importagdo de Produtos da Amazbnia LTDA, com sede em Porto
Velho — Rondonia — Brasil. O residuo da seiva é a borra da seiva desidratada, uma
porcado que decanta e se adere ao recipiente utilizado na coleta da seiva formando
um residuo amorfo.
As amostras de folhas, cascas e residuo de C. lechleri, foram coletadas no
primeiro trimestre de 2016 e secas em estufa a 35-40 °C durante 12 horas, e entdo
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moidas em moinho de facas Pulverisette 14 em 6000 rpm e armazenadas em

freezer a -12 °C para posterior analises.

Folhas

Figura 9 — Amostras de folhas, cascas e residuo da seiva de C. lechleri.
Fonte: Autoria propria.

4.2 EXTRACAO E DELINEAMENTO FATORIAL 23

Um delineamento fatorial 22 foi utilizado para avaliar o efeito do solvente, da
temperatura e do tempo na extracdo de compostos bioativos das amostras. O
delineamento foi composto de 8 corridas em triplicata. As variaveis independentes
utilizadas foram etanol e agua (X1), tempo de 30 e 90 min (X2) e temperatura de
extracao (35 e 70 °C) (X3), (Tabela 1), enquanto que a as variaveis dependentes
foram o teor de compostos fendlicos totais pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocateau (Y1) e a atividade antioxidante pelo do método do sequestro do
radical DPPH expresso em mg de Trolox g de amostra (Y2) para os extratos de
cascas e folhas (Tabela 2). Para a analise do residuo da seiva, devido a sua
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coloracdo purpura, caracteristica de antocianinas, a variavel independente teor de
antocianinas monoméricas (Y3) foi adicionada as demais.

Os compostos bioativos foram extraidos através da adicdo de 30 mL de
solvente e 3 g de amostra em Erlenmeyer e utilizado incubadora shaker durante o
tempo determinado no delineamento fatorial. A mistura foi adicionada em tubo falcon
e seguiu para centrifugacao a 1500 rpm para separar a fase solida. A fase liquida foi

filtrada em papel filtro qualitativo e o filtrado recolhido para analises.

Tabela 1 - Delineamento fatorial 23 para a extragdo dos compostos com bioatividade em folhas,
cascas e residuo da seiva de C. lechleri.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios X1 X2 X3 Solvente Tempo (min.) Temperatura (°C)
A -1 -1 -1 Etanol 30 35
B +1 -1 -1 Agua 30 35
c -1 +1 -1 Etanol 90 35
D +1 +1 -1 Agua 90 35
E -1 -1 +1 Etanol 30 70
F +1 -1 +1 Agua 30 70
G -1 +1 +1 Etanol 90 70
H +1 +1 +1 Agua 90 70

Tabela 2 - Variaveis dependentes e independentes do delineamento fatorial 23 para extragédo dos
compostos bioativos das folhas, cascas e residuo da seiva de C. lechleri.

Variavel -1 +1
X1 Solvente Etanol Agua
X2 Tempo 30 min 90 min
X3 Temperatura 35°C 70°C
Y1 CFT
Y2 AA (DPPH)
Y3 Antocianinas

-1 e +1 séo niveis para delineamento fatorial

O software Statistica® foi utilizado para analise estatistica dos dados através
de analise de variancia (ANOVA). O software estatistico foi utilizado para analise
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estatistica e analise estatistica (ANOVA). Os dados experimentais foram analisados
para se adequarem a regressao polinomial de segunda ordem contendo coeficientes
lineares e quadraticos e efeitos de interacdo de dois fatores. Os modelos e o0s
coeficientes de regressao foram considerados significativos quando os valores de p
foram inferiores a 0,05.

Para avaliar os efeitos dos fatores sobre as variaveis dependentes, foram
utilizados graficos de Pareto e Metodologia de Superficie de Resposta (RSM),
visando determinar a melhor condicdo de extracdo dos compostos fendlicos com

atividade antioxidante.

4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os extratos produzidos a partir da condicdo otimizada foram submetidos a
filtracdo em filtro 0,45 um (Millipore, Massachusetts, USA) e 10 uL foram injetados
em fluxo de 1 mLmint em cromatégrafo liquido (Varian Inc. Walnut Creek, C.A US)
acoplado a detector de fluorescéncia com comprimento de onda de 280 e 310 nm e
detector de arranjo de fotodiodos para a identificacdo dos compostos fendlicos. Na
analise cromatografica, foi empregada coluna de fase reversa C-18 (250 mm X 4,6
mm X 5 um) mantida a 30 °C. A fase movel foi composta por agua acidificada com
acido acético 2% (fase A) e agua: acetonitrila: acido acético (58:40:2) (fase B) com
eluicdo modo gradiente, de acordo com a Tabela 3. Para obter a concentragdo dos
compostos nas amostras, foram construidas curvas de calibragdo utilizando
regressao linear, relacionando a area dos sinais dos padrdes analiticos com a qual
foram empregados. Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) do método
foram determinados através da injecdo de padrdo analitico em diferentes
concentracdes, preparadas através de diluicdes da solucdo da mistura dos padrdes
de trabalho. O LD e o LQ para cada composto, nas diferentes curvas de calibragao
foram obtidos a partir do desvio padrdo do intercepto (S) e da média da inclinagéo
da curva de calibracdo (b). A concentracdo dos compostos identificados foi expressa

em pg mL. Foram investigados os compostos fenolicos segundo os padrbes acido
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galico, acido cumarico, acido siringico, acido ferralico, acido vanilico, acido cafeico,

acido salicilico, acido transcinamico, catequina e epicatequina.

Tabela 3 — Gradiente de eluicdo das fases A (agua acidificada com é&cido acético 2%) e B (4gua:
acetonitrila: acido acético (58:40:2) no isolamento e quantificacdo dos compostos fendlicos extraidos
das folhas, cascas e residuo da seiva de C. lechleri.

Tempo (min.) Fase A (%) Fase B (%)
0-2 95 5
2-15 80 20
15-25 75 25
25 - 47 15 85

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do método Folin-
Ciocalteau (SINGLETON, 1999). A determinacao ocorreu a partir de uma aliquota de
0,5 mL dos extratos transferido para um tubo com rosca contendo 2,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua na propor¢do 1:10. Apés 5 minutos,
foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio 4% e os tubos foram mantidos em
repouso por 2 horas ao abrigo da luz até a leitura em espectrofotdmetro a 740 nm.
Como padrédo de referéncia, utilizou-se o acido galico para a curva padrdo e 0s
resultados foram expressos em mg equivalente em acido gélico por grama da
amostra (EAG/g).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A determinacao da atividade antioxidante e a metodologia DPPH foi expressa
em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TEACg) pela captura do
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radical livre DPPH segundo a metodologia de alothman; Bhat; Karim, (2009).
Adicionou-se a um tubo de ensaio 0,5 mL do extrato, 3,0 mL de etanol PA e 0,3 mL
de DPPH e a mistura foi mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos até a leitura
em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 517 nm. As andlises foram
realizadas em triplicata. Para expressar a atividade antioxidante a como equivalente
ao Trolox, a curva padrao de Trolox foi estabelecida nas concentracées de 0,0075,
0,0125, 0,025, 0,05, 0,0625 umol de Trolox. Para expressar a atividade antioxidante
em ECso, uma curva cinética foi plotada, avaliando o tempo de estabilizacdo do
radical DPPH e a porcentagem de atividade antioxidante (%AA) calculada de acordo

com a Equacao 1.

(Abs(amostra) — Abs(branco))xlOO

%AA = 100 —
o 00 Abs(controle)

(Eq. 1)

4.5.2 Sequestro do radical 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS)

A atividade antioxidante pelo método ABTS é descrita por Floegel et al.,
(2011), que determina a atividade antioxidante total pela captura do radical livre
ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)). O radical foi gerado
pela reacdo do ABTS* (7 umol) com persulfato de potassio 140 mM mantida por 16
horas ao abrigo da luz em temperatura ambiente e diluida em etanol a absorbancia
de 0,7 em comprimento de onda de 734 nm. A solucdo de ABTS foi adicionado o
extrato e sua absorbéncia foi verificada ap0s 6 minutos de repouso. A atividade
antioxidante da amostra foi calculada em relacdo ao antioxidante sintético Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os resultados foram expressos
em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TEACg?). Os ensaios

foram realizados em triplicata.
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4.5.3 Poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

Na determinacdo da atividade antioxidante pelo método de reducédo do ferro,
utilizou-se a metodologia descrita por (Rufino et al., 2006). A um tubo de ensaio,
foram adicionados 0,1 mL do extrato e 30 mL do reagente FRAP e 0 mesmo foi
mantido em banho-maria a 37 °C por 30 min. A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm. Para a determinacdo da
atividade antioxidante, foi empregada a curva padrdo do sulfato ferroso de
concentracdes 200, 500, 1000, 1500, 2000 uM. Os resultados, obtidos em triplicata,

foram expressos em pmol Fe?* mg.

4.6 TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS

As antocianinas foram determinadas pelo método de diferenca de pH descrito
pela AOAC (2005). Foram transferidas para um tubo de ensaio uma aliquota de 0,5
mL do extrato, 2,0 mL de solu¢cdo tampéo cloreto de potassio de pH 1,0. Em outro
tubo, foram adicionados 0,5 mL do extrato e 2,0 mL da solucdo tampéao acetato de
sédio (pH 4,5). A leitura em espectrofotbmetro foi realizada a 520 e 700 nm apdés 20
minutos de reacgdo. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como miligrama por 100 gramas de amostra (mg 100g™) e calculados
pela Equacéo 2:

mg ) _ A.MW.DF.10

100g) = (Eq.2)

Antocianinas (
.1

Onde A representa a diferenca de absorbancia entre pH 1,0 e pH 4,5; MW é o

peso molecular da cianidina-3-gligosidio, que representa 449,2 g/mol; DF é a
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diluicdo da amostra; € representa a absortividade molar da cianidina-3-gligosidio,

igual a 26900 L/mol.cm3); 103 é o fator de conversao de g para mg.

4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana de extratos de plantas € utilizada para testar o
potencial de inibicdo e bactericida/fungicida dos mesmos. Na determinacdo da
atividade antimicrobiana de extratos sdo empregados métodos baseados na
inoculacdo de cepas registradas de microrganismos patogénicos em meios
enriquecedores e/ou diferenciais. A técnica utilizada foi a de micro diluicdo em caldo.
A vantagem da técnica de micro diluicdo é o baixo custo devido a pouca quantidade
de meio de cultura, reprodutibilidade e a determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima do extrato para os microrganismos testados.

Na determinacdo da atividade antimicrobiana foram verificadas a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM) dos
extratos do residuo sélido e da seiva. A metodologia utilizada foi descrita por CLSI
(2005) e os extratos foram testados frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus, Salmonella thyphimurium, Salmonella bongori, Escherichia coli, Bacilus

subitilis, Candida albicans.

4.7.1 Concentracao inibitéria minima (CIM)

As CIM dos extratos e da seiva foram determinadas pelo método de diluicdo
em microplacas de 96 pocos. As concentracdes dos extratos e da seiva foram
variadas de 0,16 a 5,00 mg mL*. Os microrganismos foram reativados a partir de
células liofilizadas em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) por 24 horas a
temperatura de 37 °C e repicadas em placas de Petry contendo agar BHI e
incubadas a 24 horas a 37 °C. As colbnias individuais presentes na placa foram

adicionadas, com o auxilio de alca de platina, a solugcdo de NaCl 0,89% esterilizado.
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A mistura foi homogeneizada em Vortex e ajustada em espectrofotdmetro para a
absorbancia de 0,135 a 660 nandmetros, 0 que corresponde a 1-2 x 108 UFC.mL?
na escala de Mc Farland. Posteriormente, 50 pL da suspenséo bacteriana foram
adicionados a 50 mL de caldo BHI para obter a concentragdo de 1-2x10° UFC.mL™.
Na microplaca, foram adicionados 190 uL de caldo BHI inoculado e 10 pL dos
extratos e seiva nas concentracdes variadas e as mesmas foram incubadas em
incubadora por 24 horas a 37 °C. Nos controles foram adicionados ao caldo BHI
inoculado, o antibidtico clorafenicol 0,12% e o0s solventes nas concentragcfes
utilizadas. Como revelador foi utilizado o corante resazurina. As analises foram
realizadas em triplicatas e considerados como testes positivos 0s po¢cos em que nao

houve mudanca na coloragdo azul do corante resazurina.

4.7.2 Concentracdo bactericida minima (CBM)

Os pocos da microplaca considerados positivos na determinacdo da CIM
foram utilizados na CBM. Com o uso de um tubo capilar, uma gota proveniente de
cada poco positivo foi inoculada em placa de Petri contendo agar BHI que foram
mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. As analises foram realizadas em triplicata

e a CBM foi considerada a menor concentracdo sem crescimento microbiano visivel.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através de ANOVA seguido pelo teste de Tukey e
considerado p<0.05 como diferenca estatistica significativa entre os grupos. Todos
os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Valores de p menores do
gue 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A andlise de
componentes principais (PCA) foi empregada aos resultados da analise de

cromatografia de maneira a se determinar o padrdo caracteristico das amostras
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(tratamentos) em funcdo da diversidade de compostos com atividade antioxidante

presentes em C. lechleri.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS OBTIDOS COM O USO DE EXTRATOS DE CASCA DE C.
LECHLERI

5.1.1 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nas cascas de C. lechleri

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos de cascas variou de 8,55 a
46,57 mg EAGg! enquanto que a atividade antioxidante variou de 49,23 a 283,10

umol de Trolox.g?, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados obtidos referente ao delineamento fatorial para CFT (mg EAG g) e AA (umol
Trolox g'1) em extratos da casca de C. lechleri.

Variaveis Casca
Ensaios X1 X2 X3 TCF AA

(min))  (°C) (mg EAG/Q) (umol Trolox/g)
A Etanol 30 35 8,55+ 0,03 " 49,25+ 0,57 ¢
B Agua 30 35 35,64+0,17f 193,88 + 1,08 ¢
C Etanol 90 35 13,38 £ 0,01 ¢ 81,17 +0,22f
D Agua 90 35 38,02+ 0,05 ¢ 200,66 + 0,38 ¢
E Etanol 30 70 39,46 £ 0,01 ¢ 283,11+ 0,292
F Agua 30 70 41,19+0,12° 206,62 + 0,28 b
G Etanol 90 70 46,57 + 0,08 2 280,12 + 2,29 2
H Agua 90 70 40,42 + 0,08 ¢ 152,65+ 2,21 ¢

Pela analise de variancia (ANOVA) mostrada na Tabela 5, para a extracao de
compostos bioativos em cascas de C. lechleri, os trés fatores analisados (solvente,
tempo e temperatura de extragdo) foram significativos para as variaveis
dependentes compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Além disso, as

interacOes solvente e tempo de extracdo, solvente e temperatura foram significativas
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para o teor de CFT para casca, enquanto que interacdo tempo e temperatura de

extracao, por sua vez, mostrou-se significativa para atividade antioxidante.

Tabela 5—- Andlise de Variancia (ANOVA) para as variaveis dependentes CFT e AA em extratos da
casca de C. lechleri.

Compostos fendlicos

Fatores Soma dos Médiados F-
Quadrados " Quadrados calculado p-valor
Solvente (X1) 839.120 1 839.120 1274.597 0.000000
Tempo (X2) 68.736 1 68.736 104.408 0.000000
Temperatura (X3) 1946.617 1 1946.617 2956.850 0.000000
X1; X2 39.948 1 39.948 60.680 0.000001
X1; X3 1182.778 1 1182.778 1796.602 0.000000
X2; X3 0.283 1 0.283 0.430 0.520752
Residuo 0.117 16
Total 4088.674 23
Atividade Antioxidante
Fatores Soma dos GL. Médiados F- p-valor
Quadrados Quadrados calculado
Solvente (X1) 1357.3 1 1357.33 83.877 0.000000
Tempo (X2) 125.0 1 124.97 7.722 0.012863
Temperatura (X3) 59265.6 1 59265.60 3662.355 0.000000
X1; X2 2173.1 1 2173.10 134.288 0.000000
X1; X3 82162.3 1 82162.33 5077.273 0.000000
X2; X3 3431.8 1 3431.76 212.068 0.000000
Residuo 24.1 16
Total 148790.2 23

A significancia de cada modelo para cada variavel também pode ser
observada pelo valor de F, e sempre que 0 Fcalculado fOr maior que 0 Ftabelado denota
diferenca significativa para determinado fator. Na Tabela 5 nota-se que, para todos
fatores considerados significativos, 0 Fcaiculado apresentou valores muito maiores do
que 0 Frabelado:4,45. Desta forma, por exemplo, em cascas de C. lechleri, a maior

diferenca foi encontrada no fator temperatura para a variavel dependente fendélicos
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totais, chegando a ser 664 vezes maior que 0 Fiabelado, €Nquanto que para a variavel
atividade antioxidante, a interacdo das variaveis solvente-temperatura atingiu a
maior diferenga, chegando a ser 1140 vezes maior que 0 Ftabelado.

Outra maneira de se observar os resultados descritos na Tabela 5 é atraves
dos graficos de Pareto, apresentados pela Figura 10. Este tipo de grafico mostra o
efeito dos fatores: tipo de solvente, tempo e temperatura de extracdo sobre as
respostas analisadas. O valor de t tabelado (2,11) utilizado no gréfico de Pareto é
obtido através dos graus de liberdade do residuo apresentado nas tabelas de
ANOVA ao nivel de significancia de 5%. Resultados com valores de t abaixo do
tabelado séo considerados ndo significativos (tcaiculado<tcritico). OS valores absolutos
do tcaculado fornecem as alturas das barras, que por sua vez, estdo dispostas de
modo crescente. O valor de t tabelado = t (175%)= 2,11 complementa o diagrama,
fornecendo a partir de qual valor os efeitos séo significativos (RODRIGUES e
IEMMA, 2014).

(3)Temperatura (°C) ' ! v ,‘ . 154 37 1by3 [ ' ' . ‘ . 2.71 25

1by3 . 7 1742 3863 (3)Temperatura (°C) . 7/ . . / . 605174

(1)Solvente ' ' _ I35 7015 2by3 ' 1714 5625

@Tempo(min)} ’11021803 1by2 !11 5883

1by2 | i -7.78971 (1)Solvente

2by3 | . 3»555766 (2)Tempo (min) | ]-2 77892

9.158457

p=.05 p=05

Figura 10 - Graficos de Pareto para CFT (esquerda) e AA (direita) dos extratos de casca de C.
lechleri.

A partir dos graficos de Pareto mostrados na Figura 10 pode-se observar que
somente a interacdo tempo e temperatura n&o foi significativa (p<0,05) para o teor
de CFT dos extratos de casca de C. lechleri. Além disso, tanto para o teor de CFT
qguanto para AA (DPPH), a temperatura e sua interacdo com o solvente foram os
fatores mais significativos para os resultados (p<0,05).

Os resultados obtidos foram também analisados por regressao linear multipla,

e por meio desta, foram gerados modelos ajustados levando em consideragao
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somente os efeitos significativos para as variaveis dependentes fendlicos totais e

atividade antioxidante para cascas de C. lechleri.

Tabela 6 - Modelos gerados por regressao linear multipla para as variaveis dependentes, compostos
fendlicos (CFT) e atividade antioxidante (AA) em funcdo dos fatores; tipo de solvente, tempo e
temperatura.

Coeficiente de

Equacéo Modelo Gerado Correlacdo (R?)

CFT cascas® = 32.90 + 591 x; + 1.69 x, + 9.01 x5 — 1.29x, x, 0.997
- 7.02.X1X3 ’
AA cascas® = 180.93 + 7.52x; — 2.28x, + 49.69 x; — 9.52 x;x,

4 - 58.51 X1X3 - 11.96 X2X3

0.998

Respostas: CFT: compostos fendlicos totais; AA: atividade antioxidante.

Cada modelo de regressao linear multipla pode gerar uma superficie de
resposta, como mostra a Figura 11. Nas superficies de resposta, as variaveis
dependentes analisadas, compostos fendlicos, atividade antioxidante e antocianinas
estdo mostradas (eixo z) em funcdo das variadveis independentes (fatores) tipo de
solvente, tempo e temperatura de extracdo. Os valores de coeficiente de correlagéo
préximos a 0,99 indicam que os modelos utilizados se ajustam aos dados

experimentais.
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Figura 11 - Gréficos de superficie para compostos fendélicos totais (CFT) dos extratos obtidos da casca de C. lechleri. (A
solvente e tempo; B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).
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Para o teor de CFT obtidos a partir da casca de C. lechleri, a agua apresenta-
se como melhor solvente extrator, e temperatura de 70 °C mostram-se como niveis
mais eficientes para extracdo de compostos fendlicos.

Para a variavel dependente AA do extrato de casca de C. lechleri, o etanol
apresentou maiores valores de atividade antioxidante, juntamente do emprego de 70

°C como temperatura de extracao.
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Figura 12 - Gréaficos de superficie para atividade antioxidante (AA) dos
tempo; B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).

extratos obtidos da casca de C. lechleri. (A: solvente e
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5.1.2 Determinacdo de compostos fenolicos da casca de C. lechleri por meio de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os extratos obtidos com a casca de C. lechleri foram submetidos a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a identificacdo e quantificacao
de compostos fendlicos presentes nos mesmos. Nos extratos obtidos com a casca
foram identificados os seguintes compostos fendlicos: acido galico, &cido siringico,
catequina e epicatequina. A Tabela 7 mostra os compostos fendlicos identificados

por CLAE obtidos para o extrato de casca nas condicfes de extracao.

Tabela 7 — Perfil dos compostos fendlicos quantificados por CLAE nos extratos de casca de C.
lechleri.

Ensaio Acido g_:’ilico Cateqlflina Epicate(_qluina Acido sir_ilngico
(Mgg™) (Mgg™) (Mgg™) (Mgg™)
LD (ugg) 1,70 33,29 2,580 2,22
LQ (ugg?) 5,67 110,95 8,59 7,40
TR (min.) 3,24 £ 0,28 8,51+ 0,89 13,73+ 0,77 13,06 £ 0,14
A (nm) 272 260 e 290 276 274
A 36,56+2,4b 434,35+5,2¢ 15,84 +1,0f nd
B 78,13+£9,92 131,563+5,8¢ 25,29+0,94 2694+£10°¢
C 4264+1,7b 119,74+ 2,3¢ 19,77 + 0,7 ¢f nd
D 43,60+0,1b 466,43 +4,5¢ 42,22 £0,32 55,02+0,72
E 15,11 +£0,9°¢ 869,18 +4,2b 30,89+25¢ nd
F 4722+1,0b 41469+2,0¢ 24,37 £ 0,8 de 26,62+20°¢
G nd 1241,83+14,82 36,33+0,7° nd
H 19,66 £ 0,5¢ 377,80x5,7¢ 29,26 +2,1 < 44,46 +2,3°b

*LD= Limite de deteccdo; LQ=Limite de quantificagdo; TR=Tempo de retencdo; A=Comprimento de
onda; nd=ndo detectado. Médias + desvio padrao; médias seguidas de letras iguais na mesma coluna
nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para cada composto fenélico em cada extrato foram determinados os limites

de deteccédo (LD), e quantificacdo (LQ). Assim como nas analises de compostos
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fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método DPPH, as analises
cromatograficas foram realizadas para as 8 condi¢cdes de extracdo, seguindo-se o
planejamento experimental 23 variando-se o tipo de solvente, tempo e temperatura

de extracao.

Acido galico

No processo de extracdo do acido galico da casca, o melhor resultado foi
obtido com o uso de agua como solvente, a temperatura de 35 °C e tempo de
extracdo de 90 minutos (78,13 pgg?). O gréafico de Pareto apresentado na Figura 13
mostra que para o acido galico os fatores temperatura, solvente, tempo, bem como a
interacdo entre solvente e tempo foram significativos para o teor de acido géalico do

extrato de casca de C. lechleri.

|
(3femperatura (°C) 1.10 1787
E- - 4
(1 50lvente iS 071243
{2)Tempo (min) 1.6.08747
]
1y2 4 54130
2093 121673
w3 7910059

oh

Figura 13 - Gréafico de Pareto para teor de acido gélico dos extratos obtidos da casca de C.
lechleri

O efeito do solvente foi positivo, indicando que uma mudanca em seu valor no
sentido positivo do solvente (dgua) acarretaria no aumento do teor de acido galico.

Por outro lado, os efeitos de temperatura e tempo foram negativos, indicando que a
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mudanca de temperatura e tempo em seus menores niveis para niveis maiores
resultaria em diminuicdo nos teores de acido galico. A interacdo solvente e tempo
para a variavel dependente &cido gélico também foi significativa (p<0,05), denotando
que a extracdo de &cido gélico na casca de C. lechleri € favorecida pelo solvente
agua com menores tempos de extracao.

O modelo gerado por regressao linear mdultipla levando em consideracao
somente os efeitos significativos para a variavel dependente 4cido galico resulta na
Equacao 5 e apresenta coeficiente de correlagdo de 0,962, indicando que o modelo

matematico se ajusta bem aos dados experimentais.

AGcasca = 35.36 + 11.796x; — 8.89 x, — 14.87 x5 — 6.64x,x, (Eq.5)

A partir desta modelagem, foram gerados os graficos de superficie de
resposta para a variavel dependente acido galico em funcdo dos fatores solvente,
tempo e temperatura, apresentados na Figura 14. Foi possivel observar que os
maiores teores de acido galico foram obtidos quando se utilizou agua como solvente,

com 30 minutos de extracdo a temperatura de 35 °C.
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Figura 14 - Graficos de superficie para teor de acido gélico dos extratos obtidos da casca de C. lechleri. (A: solvente e tempo;

B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).
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O teor de acido galico foi afetado por todos os fatores; solvente, tempo e
temperatura, como mostra a Figura 14. Os graficos de superficie de resposta
confirmaram a modelagem multivariada, apresentando agua como solvente
extrator, tempo de extracdo de 30 minutos a temperatura de 35 °C como
melhor condigcdo para a extracdo de &cido galico em casca e C. lechleri.

O acido galico € um acido fendlico constituido por um acido benzoico de
anel aromatico com trés substituintes hidroxila, conforme mostra a Figura 15. A
presenca de grupos OH aumenta a polaridade da molécula, que por sua vez
terd preferéncia por solventes mais polares. Além disso, o impedimento estéreo
gue as nuvens eletrdnicas estabelecem ao redor da molécula de acido galico
impedem a interacdo da parte hidrofébica (anel aromatico) com a parte apolar
da molécula de etanol, fazendo com que o acido gélico tenha maior interacdo

com a agua.

Figura 15 - Estrutura do acido gélico.

Catequina

A catequina foi extraida da casca de C. lechleri em maiores
concentracbes com o emprego de etanol a 70 °C e 90 minutos de extracao,

apresentando teores de 1241,83 ugg? e diferindo significativamente (p<0,05)
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das demais condic¢des. A Figura 16 mostra o grafico de Pareto para a variavel
dependente catequina. Os fatores temperatura e solvente, bem como a

interacdo solvente e temperatura foram significativos no teor do composto

quantificado.
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Figura 16 - Gréafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para catequina
por meio de CLAE em extratos de casca de C. lechleri.

O efeito positivo da temperatura indica que uma mudanca em seu valor
no sentido positivo acarretaria no aumento do teor de catequina, enquanto que
o efeito negativo do solvente indica que a mudanca de solvente em seus
menores niveis para niveis maiores resultaria em diminuicdo nos teores de
catequina obtida da casca de C. lechleri. Além disso, a interacdo solvente e
temperatura para a variavel dependente catequina também foi significativa
(p<0,05), denotando que a extracdo da mesma é favorecida pelo solvente agua
e temperatura de 70 °C.

A equacdo 6, obtida por regressdo linear mdltipla levando em
consideracdo os fatores significativos obteve coeficiente de correlacdo de
0,832, indicando que o0 modelo matematico se ajusta bem aos dados

experimentais.

CATcasca = 506.94 — 159.33x;, + 218.93x3 — 190.30x, x5 (Eq.6)
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A partir desta modelagem os graficos de superficie de resposta
apresentados na Figura 17 expdem a extracdo de catequina a partir da casca
de C. lechleri. A catequina foi extraida em maior quantidade com o uso do
solvente etanol com tempo de 90 minutos e temperatura de 70 °C, de acordo

com a condi¢cédo G apresentada na Tabela 7.
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Figura 17 - Gréficos de superficie de resposta para o teor de catequina (ppm) obtido por CLAE a partir dos extratos de
casca de C. lechleri. (A: solvente e tempo; B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).
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O teor de catequina foi afetado pelos fatores temperatura e solvente,
como mostra a Figura 16. Os graficos de superficie de resposta confirmaram a
modelagem multivariada, apresentando etanol como solvente extrator, tempo
de 90 minutos e 70 °C como melhor condigdo para a extragcdo de catequina em
casca e C. lechleri.

A catequina é um flavonoide da classe dos flavanodis e possui 5 OH
como substituintes, conforme mostra a Figura 18. A extragao de catequina a
partir da casca é dificultada devida a presenca de lignina, um composto
fendlico que possui forte atracdo a acUcares, proteinas e derivados
polimerizados, tornando dificil a extracdo de compostos de suas matrizes. Além
disso, flavanéis sdo conhecidos como compostos de média polaridade devido
as interagdes entre os anéis aromaticos e a parte hidrofébica do solvente, o

gue explica sua melhor interacdo com o etanol.

Figura 18 - Estrutura da catequina.

Epicatequina

O composto epicatequina foi quantificado no extrato de casca de C.
lechleri em maiores concentracées (42,22 ugg?') na condicdo D, que
corresponde ao uso de &gua como solvente, 90 minutos e 35 °C de

temperatura de extracdo. O grafico de Pareto da Figura 19 mostra que todos os
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fatores foram significativos no teor de epicatequina extraido. Os efeitos
positivos dos fatores indicam que uma mudanca em seus valores no sentido
positivo do solvente, tempo e temperatura acarretariam no aumento do teor de
epicatequina. As interacdes solvente e temperatura bem como solvente e
tempo foram significativas na variavel dependente epicatequina, sendo que a
extracdo deste flavonoide é favorecida pelo solvente agua, a temperatura de 35

°C e 90 minutos de extracéo.
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Figura 19 - Gréafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo
de epicatequina da casca de C. lechleri por meio de CLAE.

O modelo gerado por regressao linear maltipla levando em consideracao
somente os efeitos significativos para a variavel dependente epicatequina
resulta na Equacéo 7 e apresenta coeficiente de correlacao de 0,943, indicando

qgue os modelos matematicos se ajustam bem aos dados experimentais.

EPIcasca = 28.00 + 2.29x; + 3.90x, + 2.22 x5 + 1.56 x;x, — 5.69 x;x3 (Eq. 7)

A partir desta modelagem, foram gerados os graficos de superficie de
resposta para a variavel dependente epicatequina em funcdo dos fatores

solvente, tempo e temperatura, apresentados na Figura 20. Foi possivel
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observar que os maiores teores de epicatequina foram obtidos com o uso do

solvente agua, a temperatura de 35 °C e 90 minutos de extracao.
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Figura 20 - Gréficos de superficie de resposta para o teor de epicatequina obtido por CLAE a partir dos extratos de casca de
C. lechleri. (A: solvente e tempo; B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).
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O teor de epicatequina foi afetado por todos os fatores; solvente, tempo
e temperatura, como mostra a Figura 20. Os graficos de superficie de resposta
confirmaram a modelagem multivariada, apresentando 4gua como solvente
extrator, tempo de extracdo de 90 minutos a temperatura de 35 °C como
melhor condi¢cdo para a extracdo de epicatequina em casca e C. lechleri.

A epicatequina € um isdbmero da catequina que se diferencia pelo plano
da hidroxila do C3, conforme mostra a Figura 21. A extracdo da epicatequina a
partir da casca pode ter sido dificultada devida a presenca da lignina, composto
fendlico complexo formado pelos alcoois conferil, cumaril e sinapil, viabilizando
a formacédo de ligacGes de hidrogénio entre as OH presente na lignina e no

flavonoide.

Figura 21 - Estrutura da epicatequina.

Acido siringico

O &cido siringico foi extraido em maiores teores (55,02 pugg?) com o uso
do solvente agua, temperatura de 35 °C e 90 minutos de extracao, conforme as
condicbes D para extragcdo de &cido siringico da casca de C. lechleri.
Analisando o grafico de Pareto apresentado na Figura 22, foi possivel observar
que todos os fatores e todas as interagOes foram significativos na extracao de

acido siringico da casca de C. lechleri.
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Os efeitos positivos do solvente e tempo indicam que uma mudanca em
seu valor no sentido positivo do solvente (dgua) e tempo (90 minutos)
acarretaria no aumento do teor de &cido siringico. Por outro lado, o efeito da
temperatura foi negativo, indicando que a mudanca de temperatura em seu

menor nivel para niveis maiores resultaria em diminuicdo nos teores de acido

siringico.
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Figura 22 - Gréafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo
de acido siringico da casca de C. lechleri por meio de CLAE.

Ainda de acordo com o grafico de Pareto da Figura 22, pode-se observa
que as trés interacdes foram significativas, denotando que a extracdo de acido
siringico a partir da casca de C. lechleri é favorecida pelo solvente agua, tempo
de extracao de 90 minutos a temperatura de 35 °C.

O modelo gerado por regressao linear multipla levando em consideracéo
somente os efeitos significativos para a variavel dependente acido siringico
resulta na Equacdo 8, e apresenta coeficiente de correlacdo de 0,995,
indicando que o0s modelos matematicos se ajustam bem aos dados

experimentais.

AS.psca = 19.13 4+ 19.13 x; + 5.74 x, — 1.36 x5 + 5.74 xyx, — 1.34x,x3 — 1.28 x,x3 (Eq.8)

59



A partir deste modelo, foram gerados os graficos de superficie de
resposta para a variavel dependente acido siringico em funcdo dos fatores
solvente, tempo e temperatura, apresentados na Figura 20. O teor de &cido
siringico obtido a partir da casca de C. lechleri foi resultante de todos os
fatores; solvente, tempo e temperatura, como mostra a Figura 24. Os graficos
de superficie de resposta confirmaram a modelagem multivariada,
apresentando agua como solvente extrator, tempo de extracdo de 90 minutos a
temperatura de 35 °C como melhor condi¢édo para a extracdo de &cido siringico
em casca e C. lechleri.

O acido siringico é um acido fendlico constituido de um &cido benzoico,
um grupo OH e dois grupos éter metilico, conforme mostra a Figura 23. A
presenca dos grupos éter metilico e hidroxila conferem a molécula de acido
siringico maior polaridade, aumento sua interacdo com o solvente 4gua quando
comparado ao etanol, sendo portanto seu melhor rendimento explicado por

este fato.

Figura 23 - Estrutura do 4cido siringico.
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Andlise de Componentes Principais

A analise de componentes principais (PCA) € uma técnica largamente
utilizada para processar um grande numero de dados e facilitar sua
interpretacdo, fornecendo um mapa onde as variaveis observadas sao
projetadas na forma de vetores que vao da origem até o ponto onde encontram
seus grupos de similaridades (Becerra-Herrera et al., 2018; Novaes et al.,
2017). A Figura 25 mostra a PCA para os dados obtidos através na analise

cromatografica dos extratos de casca de C. lechleri.
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Figura 25 — Anélise de componentes principais (PCA) para os dados obtidos através na
andlise cromatogréfica dos extratos de casca de C. lechleri. Distribui¢cdo das condi¢bes
de extracdo no gréafico de escores (esquerda) e distribuicdo dos compostos isolados
no grafico de pesos (direita).

Como pode ser observado na Figura 25, a primeira componente principal
(PC1) e a segunda (PC2) foram capazes de descrever 54,19 e 37,22% da
variancia dos dados, respectivamente, somando 92,59 da variancia total. O
grupo formado pelos ensaios A e C localizados no primeiro quadrante
apresentaram os menores rendimento para 0os compostos isolados por CLAE,
mostrando que o uso de etanol a 35 °C foi 0 menos eficiente para a extracao

dos compostos fendlicos. O segundo grupo foi composto pelas condicdes E e
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G (etanol, 70 °C) e obteve os melhores valores para catequina, mostrando que
este composto foi mais estavel que os demais em altas temperaturas. O
composto epicatequina, melhor extraido nas condicdbes D e H (4dgua, 90
minutos) precisou de mais tempo para ser extraida, conforme sua posi¢cao no
terceiro quadrante. Os acidos galico e siringico, por outro lado, foram melhores
extraidos da casca de C. lechleri nas condicbes B e F (dgua, 30 minutos).

(Sisodia; Siddiqul, 2010) encontraram valores de CFT de 49,73 mg EAG
gl para o extrato aquoso do caule de Croton bonplandianum coletado em
Aligarh, india. As amostras de casca de C. lechleri tiveram compostos
fendlicos melhores extraidos utilizando-se etanol como solvente extrator tempo
de 90 minutos a 70 °C e apresentando diferencgas significativas (p<0,05) quanto
ao tempo de extracdo. A atividade antioxidante da casca foi empregando-se
etanol, ndo havendo diferenca significativa (p<0,05) com a mudanc¢a no tempo
de extracao.

Cordeiro et al. (2016) utilizaram Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (UPLC) na identificacdo dos compostos fendlicos catequina,
epicatequina, gallocatequina e alcaloides no extrato metanodlico da casca de
Croton urucurana. Nascimento et al. (2017), utilizou a fracdo de acetato etilico

do extrato de folhas de C. cajucara e isolou Catequina e Epicatequina.

5.2 RESULTADOS OBTIDOS COM O USO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE
C. LECHLERI

5.2.1 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nas folhas de C.

lechleri

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos de folhas de C. lechleri
variou de 04,60 a 15,36 EAG ¢~ e sua atividade antioxidante de 31,19 a 46,67
umol de Trolox g1, conforme mostra a Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados obtidos referente ao delineamento fatorial para CFT (mg EAG.g1) e AA
(umol de Trolox. g1) em extratos da folha de C. lechleri.

Variaveis
Ensaios

X1 X2 (min) X3 (°C) (mgTIg:G/g) (umol ﬁ'r:lox/g)
A Etanol 30 35 04,60+ 0,14¢ 31,19+ 0,14 f
B Agua 30 35 13,08 £ 0,02" 35,53+ 0,31
C Etanol 90 35 06,72+ 0,20¢ 36,55+0,16°¢
D Agua 90 35 13,05+ 0,61° 33,42+ 0,52¢
E Etanol 30 70 09,71 +0,08¢ 46,19+ 0,072
F Agua 30 70 15,13 + 0,312 40,46 +0,32P
G Etanol 90 70 10,62 £ 0,58¢ 46,67 £ 0,112
H Agua 90 70 15,36 + 0,52 2 34,33+ 1,150

Médias = desvio padrdo; médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). CFT: Compostos fendlicos totais; AA:
Atividade antioxidante; EAG: Equivalente em acido galico.

(ANOVA) para os extratos de folhas de C. lechleri.

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos da analise de variancia

64



Tabela 7 Resultados de ANOVA para as variaveis CFT e AA das folhas de C. lechleri

Compostos fendlicos

Fatores —
Soma dos Média dos F-calculado -valor
Quadrados Quadrados P
Solvente (X1) 233.91 1 233.91 1290.23 0.0000
Tempo (X2) 3.91 1 3.91 21.55 0.0002
Temperatura 67.01 1 67.01 369.61 0.0000
(X3)
X1:X2 3.01 1 3.01 16.62 0.0008
X1:X3 8.06 1 8.06 44.45 0.0000
X2:X3 0.35 1 0.35 1.90 0.1856
Residuo 3.08 17
Total 319.32 23
Atividade Antioxidante
Fatores —
Soma dos Média dos F-calculado -valor
Quadrados Quadrados P
Solvente (X1) 53.9912 1 53.9912 5.37815 0.033100
Tempo (X2) 202.2573 1 202.2573 20.14719 0.000324
Temg’g‘;‘wra 99.1626 1 99.1626 9.87775 0.005933
X1:X2 116.1560 1 116.1560 11.57050 0.003396
X1:X3 84.4696 1 84.4696 8.41415 0.009947
X2;X3 109.0502 1 109.0502 10.86268 0.004268
Residuo 170.6627 17 10.0390
Total 835.7496 23

GL=Graus de liberdade; Resultados em negrito referem-se a diferengas significativos (p<0,05).

Os maiores teores de compostos fendlicos nas folhas de C. lechleri,
foram encontrados quando o solvente extrator foi &gua, enquanto o tempo de
extracdo ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre 30 e 90 minutos.
A atividade antioxidante foi maior nos extratos obtidos com etanol, néo
havendo diferenca significativa (p<0,05) com a mudang¢a no tempo de extracao.

Pela ANOVA, para a extracdo de compostos bioativos em folhas, os trés

fatores analisados (solvente, tempo e temperatura de extracdo) foram
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significativos para as variaveis dependentes compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante.

A interacao solvente e tempo de extracdo foram significativos para o teor
de CFT para casca e folha e AA para casca, folha e residuo de seiva, enquanto
gue a interacdo solvente e temperatura foi significativa para todas as variaveis
dependentes. A interacdo tempo e temperatura de extracdo por sua vez,
mostrou-se significativa para atividade antioxidante dos extratos para casca,
folhas e residuos de C. lechleri, enquanto que para o teor de compostos
fendlicos e antocianinas estas interacdes nao foram significativas.

Em folhas de C. lechleri a maior diferenca foi encontrada para o fator
solvente para variavel dependente fendlicos totais (290 vezes maior que o
Frabelado) €Nquanto que para a atividade antioxidante o efeito da temperatura
apresentou maior significancia (345 vezes maior que 0 Ftabelado).

Os graficos de Pareto na Figura 26 mostram que na avaliacdo do CFT e
AA dos extratos obtidos das folhas de C. lechleri, os resultados dos fatores
solvente, temperatura suas interacbes foram 0s mais expressivos, embora n&o
na mesma ordem. Enquanto o solvente tem efeito positivo no teor de
compostos fendlicos totais, o mesmo fator apresenta efeito negativo na

atividade antioxidante.
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Figura 26 - Gréaficos de Pareto para CFT (esquerda) e AA (direita) dos extratos de folha de
C. lechleri.

A resposta AA apresentou efeitos positivos e significativos para o fator

temperatura de extracdo. Além disso, somente a interagdo tempo e
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temperatura de extracdo nao foi significativa (p<0,05) para aa extracdo de
compostos fendlicos.

Os resultados obtidos regressdo linear multipla deram origem aos
modelos ajustados levando em consideragdo somente os efeitos significativos
para as variaveis dependentes fendlicos totais e atividade antioxidante para

folhas de C. lechleri, conforme mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Modelos gerados por regressao linear multipla para as variaveis dependentes,
compostos fendlicos, atividade antioxidante em funcdo dos fatores; tipo de solvente, tempo e
temperatura.

Coeficiente de
Equagéo Modelo Gerado Correlagéo
(R?)

CFT folhas = 11.03 + 3.12x; + 0.40x, + 1.67x3 — 0.35x; x, 0.992
— 0.58x; x5 '
AA folhas = 38.04 —2.11x; — 0.30x, + 3.87x3 — 1.76x; x,

10 —2.41x1x3 — 1.11x,x5

0.994

Respostas: CFT: compostos fendlicos totais; AA: atividade antioxidante

Os valores de coeficiente de correlagdo acima de 0,9 indicam que os
modelos utilizados se ajustam aos dados experimentais. A Figura 27 mostra as
superficies de resposta obtidas para compostos fendlicos totais (CFT) dos

extratos obtidos da folha de C. lechleri.
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Figura 27 - Graficos de superficie para compostos fendlicos totais dos extratos obtidos da folha de C. lechleri. (D: solvente e
tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).



Os extratos de folhas apresentaram teores de CFT mais baixos que 0s
verificados para as cascas. Na variavel dependente CFT para a folha, a agua e
70 °C foram determinantes quando analisados os fatores solvente e
temperatura A agua também foi importante quando observados os fatores
solvente e tempo enquanto o tempo ndo apresentou diferenca expressiva entre
30 e 90 minutos de extracdo. A temperatura de 70 °C também se mostrou
determinante quando verificados os fatores tempo e temperatura, enquanto que
o tempo n&o apresentou diferenca entre 30 e 90 minutos.

A Figura 28 apresenta os graficos de superficie de resposta para a
variavel dependente atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos da folha
(D, E, F) de C. lechleri obtida pelo método de sequestro do radical DPPH
equivalente em Trolox.

Para as AA das folhas, o etanol apresentou melhores valores e quando
relacionado com a temperatura de 70 °C, e tempo, onde o tempo de 90 minutos
proporcionou maior AA. Porém, quando relacionado com a temperatura, o
tempo n&o foi expressivamente determinante na AA do extrato, enquanto a

temperatura de 70 °C foi de maior relevancia.
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Figura 28 - Gréficos de superficie para atividade antioxidante dos extratos obtidos das folhas de C. lechleri. (D: solvente
e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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5.2.2 Determinacdo de compostos fenolicos da folha de C. lechleri por meio de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Nos extratos obtidos com a folha de C. lechleri foram identificados os
seguintes compostos fendlicos: acido galico, acido siringico, catequina e
epicatequina. Para cada composto fendlico em cada extrato foram
determinados os limites de deteccdo (LD), e quantificagdo (LQ). A Tabela 9
mostra os compostos fendlicos identificados por CLAE obtidos o extrato da

folha, nas condicfes de extracao.
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Tabela 9 — Perfil dos compostos fendlicos quantificados por CLAE nos extratos de folha de C. lechleri.

Acido ferrulico

Acido galico Catequina Epicatequina Acido siringico Acido Cumaérico
(hgg™) (Hgg™) (Hgg™) (hgg™) (Mgg™) (hgg™)
LD (ugg?) 1,386641 1,977346 3,705455 1,128451 1,49939 1,284458
LQ (ugg™) 4,622135 6,591153 12,35152 3,761505 4,997968 4,281526
TR (min.) 3,24+ 0,28 8,51+ 0,89 13,73 +0,77 13,06 + 0,14 17,37 £0,18 21,54 +0,23
A (nm) 272 260 e 290 276 274 309 319
A 28,24 + 0,58 76,83+ 1,54 ¢ nd nd nd 21,35+0,23 ¢
B 65,29 + 2,66 2 503,44 + 2,82 2 nd 45,76 + 1,09 b 177,34 + 14,02 108,89 + 11,87 2
C 28,24 + 255D 36,39 +1,40° 16,50 + 0,53 b nd 25,15 + 0,95 ° 24,25+ 1,19 d
D 69,83 + 1,65 2 284,60 + 4,62 b 14,93 £0,51 73,97 £1,20 2 167,63 +5,17 2 48,59 + 4,05 be
E 31,59 +0,82b 86,58 + 1,00 d 18,86 + 0,92 2 nd 275+0,35¢ 30,88 + 3,37 «
F 69,42 + 1,40 2 312,60 +1,15° 21,04+0,492 59,03 + 0,57 b 169,46 + 3,44 2 57,29 + 0,18 b
G 31,580,125 141,98 + 1,80 ° 18,89 + 0,72 2 nd 28,51 +1,29°¢ 30,03 + 2,20
H 35,62 +1,43 b 152,98 + 0,12 © 19,10 + 2,32 2 57,28 + 3,09 b 100,44 + 2,93 b 38,84 + 8,49 bed

*LD= Limite de deteccao; LQ=Limite de quantificagdo; TR=Tempo de retengdo; A=Comprimento de onda. Médias * desvio padréo; médias seguidas de letras
iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Acido galico

No processo de extracdo do acido galico da folha de C. lechleri, os
melhores resultados foram obtidos com o uso de agua como solvente, a
temperaturas de 35 °C por 30 minutos (65,29 pgg™), 90 minutos e 35 °C (69,83
1gg?) e 30 minutos a 70 °C (69,42 ugg?). O gréfico de Pareto apresentado na
Figura 29 mostra que apenas o fator solvente foi significativo e teve efeito
positivo no teor de acido galico, indicando que uma mudanca em seu valor no
sentido positivo do solvente (agua) acarretaria no aumento do teor de acido
gélico.

As interacbes tempo e temperatura e solvente e temperatura foram
significativas no teor de acido gélico obtido da folha de C. lechleri, mostrando
gque a quantidade de acido galico extraida da amostra € favorecida pelo

solvente agua.

(15olvente |7 ' 7 933864
2by3 -2 52318
i
1by3 ; s -2 42039
(2)Tempo (min) -19272
1by2 -192587
(3)Temperatura (°C) 1 53415

p=05

Figura 29 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para o acido
gélico por meio de CLAE em extratos da folha de C. lechleri.

O modelo gerado por regresséo linear multipla levando em consideracao

somente os efeitos significativos para a variavel dependente acido galico da
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folha de C. lechleri obtiveram valores de coeficiente de correlacdo de 0,904,
apresentados Equacéo 11, indicando que o modelo matematico se ajusta bem

aos dados experimentais.

AGfolhas = 4498 + 15.06x; — 4.59x,x3 — 4.79x,x; (Eq.11)

A partir dessa modelagem matematica sdo obtidos os graficos de
superficie de resposta apresentados na Figura 30, onde é possivel observar
que os maiores teores de acido galico foram obtidos quando se utilizou agua
como solvente extrator e que a interacdo tempo e temperatura foi determinante
no teor do composto extraido, confirmando a modelagem multivariada dos
dados.

Assim, como ocorreu na extracao do acido galico a partir de casca de C.
lechleri, a extragcdo do composto a partir das folhas da planta também foi
favorecido com o uso de agua. Este fato pode ser atribuido a alta polaridade
que os substituintes OH conferem ao composto, favorecendo sua extracdo a

partir do uso de agua, solvente mais polar.
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Figura 30 - Gréaficos de superficie de resposta para o teor de 4cido gélico obtido por CLAE a partir dos extratos de folhas
de C. lechleri. (D: solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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Catequina

O maior teor de catequina extraido da folha de C. lechleri (503,44 ugg?)
foi obtido com o uso de agua, temperatura de 35 °C a 30 minutos de extracao.
A Figura 31 mostra o grafico de Pareto para a quantificacdo de catequina nos
extratos de folha de C. lechleri, onde foi possivel observar que todos os fatores
e todas a interacdes foram significativas no teor de catequina extraida. O efeito
positivo do solvente inca que que uma mudanca em seu Vvalor no sentido
positivo do solvente acarretaria no aumento do teor de catequina. Por outro
lado, os efeitos de temperatura e tempo foram negativos, indicando que a
mudanca de temperatura e tempo em seus menores niveis para niveis maiores

resultaria em diminui¢cao nos teores de composto.

(1)50lvente |- 1 - . o 30 8353
1by3 | 4 , 14 8053
1by?2 1133045
(2)Tempo (min) 7 . ; Z 12 2924
(3)Temperatura (9C) : ,. -7.0043
293 | |5243163

Figura 31 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para catequina
por meio de CLAE em extratos de folha de C. lechleri.

A equacédo 12, apresenta o modelo gerado por regressao linear multipla
levando em consideragéo os fatores significativos, que obteve coeficiente de
correlacdo de 0,994, indicando que o modelo matematico se ajusta bem aos

dados experimentais.
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CATfolhas = 199.43 + 113.98x, — 45.44x, — 25.89x; — 49.18x,x, — 54.73x,x5 + 19.38x,%; (Eq.12)

Os graficos de superficie de resposta gerados a partir da modelagem
matematica sdo apresentados na Figura 32. Para a extracdo de catequina a
partir da folha da planta, a agua, a temperatura de 35 °C e tempo de extracdo
de 90 minutos sédo recomendados, confirmando a modelagem multivariada dos
dados.

A catequina foi melhor extraida da folha de C. lechleri com o uso de
agua como solvente. Esta caracteristica pode ser atribuida ao impedimento
estéreo que as nuvens eletrénicas dos oxigénios das hidroxilas causam a parte

apolar da molécula, dando a esta caracteristica mais polar.
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Figura 32 - Graficos de superficie de resposta para o teor de catequina obtido por CLAE a partir dos extratos de folha de C.
lechleri. (D: solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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Epicatequina

Na extracdo de epicatequina da folha de C. lechleri o maior teor foi
obtido com o0 uso de agua a 70 °C e 30 minutos de extracdo. A Figura 33
mostra o grafico de Pareto, onde € possivel observar que os fatores
temperatura e tempo, bem como a interacdo tempo e temperatura foram

significativos no teor de epicatequina extraido.

(3)Temperatura (°C) § 122 230

............ ——

Figura 33 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo
de epicatequina por meio de CLAE a partir do extrato de folha de C. lechleri.

Além disso, o efeito positivo da temperatura e tempo indicam que uma
mudanga em seus valores nos sentidos positivos de temperatura e tempo
resultariam no aumento no teor de epicatequina. A interacdo tempo e
temperatura significativa denota que a extracdo de epicatequina da folha de C.
lechleri é favorecida com o uso de temperatura a 70 °C.

O modelo gerado por regressao linear multipla levando em consideracéo
somente os efeitos significativos para a quantificacdo de epicatequina
proveniente dos extratos de folha de C. lechleri resulta na Equagéo 13 obteve
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de coeficiente de correlacdo de 0.991, indicando que os modelos matematicos

se ajustam bem aos dados experimentais.

EPIfolhas = 16.67 + 5.81x5 + 3.69x, — 4.17x,x4 (Eq.13)

A partir do modelo matematico sdo gerados os gréaficos de superficie de
resposta apresentados na Figura 34, que confirma a modelagem multivariada
dos dados, apresentando tempo e temperatura como os fatores significativos
no teor de epicatequina extraida da folha de C. lechleri.

O teor de epicatequina obtido a partir de folhas de C. lechleri néo
apresentou diferenca significativa quanto ao solvente empregado. Contudo, os
maiores teores foram obtidos com o uso de temperatura mais alta. A
epicatequina pode ser de dificil extragdo devida a sua interacdo com os tecidos
das plantas ligados fortemente a acucares e proteinas. Dessa forma, faz-se
necessario o emprego de maior temperatura para que ocorra a quebra das

interacdes intermoleculares entre 0s compostos e suas matrizes.
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Figura 34 - Graficos de superficie de resposta para o teor de epicatequina obtido por CLAE a partir dos extratos de folhas de C. lechleri
(D: solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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Acido Siringico

O &cido siringico foi melhor extraido da folha de C. lechleri com o uso do
solvente agua, 90 minutos a 35 °C. Analisando o grafico de Pareto na Figura
35, foi possivel observar que os fatores solvente e tempo e as interacdes

tempo e temperatura e solvente e tempo foram significativas na extracao do

CompOStO.
|
(1)5obvente | 119 4753
20y3 § 247143
{2Mempo {min) 2 162014
- ———
1oy2 | b 182014
i
ITemperatura (VC) 281754
e
1by3 | 81754

Figura 35 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo
de acido siringico dos extratos da folha de C. lechleri por meio de CLAE.

O efeito positivo do solvente e tempo indicam que uma mudanca em
seus valores nos sentidos positivos acarretaria no aumento do teor de acido
siringico obtido. As interacbes tempo e temperatura e solvente e tempo
significativas mostram que o teor de acido siringico obtido da folha de C.
lechleri é favorecido com o uso de agua como solvente extrator, a temperatura
de 35 °C durante 90 minutos de extracao.

O modelo gerado por regressao linear multipla, levando em

consideracao os efeitos significativos ddo origem a Equacéo 14, apresentando
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coeficiente de correlacdo de 0,978, indicando que os modelos matematicos se

ajustam bem aos dados experimentais.

ASfolhas = 29.51 4+ 29.51x; — 3.74x,x4 (Eq.14)

Os modelos mateméaticos ddo origem aos gréaficos de superficie de
resposta apresentados na Figura 36, que confirmam a modelagem
multivariada, indicando a melhor condicdo de extracdo como temperatura de 35
°C durante 90 minutos, sendo a 4gua o melhor solvente.

Da mesma forma como ocorreu na extracdo de acido siringico a partir de
casca e folhas de C. lechleri, a extracdo do composto do residuo de seiva
também foi favorecida pelo uso de agua como solvente extrator. Contudo, para
obtencéo deste a partir do residuo de seiva, foi necessario o emprego de maior
temperatura e tempo de extragdo, indicando maior dificuldade de retirada do

mesmo a partir desta matriz.
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Figura 36 - Graficos de superficie de resposta para o teor de acido siringico obtido por CLAE a partir dos extratos da
folha de C. lechleri. (D: solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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Acido cumarico

O &cido cumarico foi extraido das folhas de C. lechleri em maiores
concentracfes com o uso do solvente agua a temperatura de 30 °C e 30 e 90
minutos de extracdo e 70 °C durante 30 minutos de extracdo. O grafico de
Pareto apresentado na Figura 37 mostra que o fator solvente e as interagbes
solvente e tempo, solvente e temperatura e tempo e temperatura foram

significativos (p<0,05) na extracdo do composto.

(1)Solvente 19.02699

p=.05

N

1by3 -3.77421

1by2 -3.74098

2by3 -2.97318

(2)Tempo (min) -1.87258

(3)Temperatura (2C) -157756

Figura 37 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracéo
de &cido cumarico por meio de CLAE.

O efeito do solvente foi positivo, indicando que uma mudanca em seu
valor no sentido positivo do solvente (agua) acarretaria no aumento do teor de
acido cumarico. O modelo matematico gerado por regressédo linear multipla
levando em consideracdo os efeitos significativos obteve valor de coeficiente
de correlagdo igual a 0,978, indicando que o modelo se ajusta aos dados

experimentais, conforme mostra a Equacao 15.

ACfolha' = 87.00 + 66.72x; — 13.12x;x, — 13.23x;x; — 10.43x,x5 (Eq.15)
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Os modelos matematicos geram os graficos de superficie de resposta
mostrados na Figura 39, onde pode-se concluir que a &gua foi o melhor
solvente.

No grafico relacionando tempo e temperatura, foi possivel observar que
quando a temperatura € alta, tem-se maiores teores do composto em tempo
mais curtos e quando a temperatura é menor, faz-se necessario o
prolongamento do tempo de extragcdo para se obter a mesma concentracéo do
composto.

O &cido cumérico € um &acido fendlico do grupo dos &cidos
hidroxicinamicos, derivado do &cido cinAmico com um grupamento hidroxila no

carbono 4 do anel benzénico, conforme mostra a Figura 38.

Figura 38 - Estrutura do acido cumarico.

O acido cumérico foi melhor extraido das folhas de C. lechleri com o uso
de agua como solvente extrator. A melhor relacdo do composto com a agua
pode ser atribuida a alta polaridade que a presencga dos grupos OH conferem a
molécula. Além disso, o impedimento estéreo causado pelas nuvens
eletronicas dos oxigénios da molécula e das hibridizagdes 1T oriundas das
duplas ligacdes tornam dificil a interacao da parte hidrofébica da molécula com

a parte apolar do etanol.
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Figura 39 - Graficos de superficie de resposta para o teor de acido cumarico obtido por CLAE a partir dos extratos de folha de C.
lechleri. (D: solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).



Acido ferrulico

O acido ferrulico foi quantificado somente nos extratos obtidos com a folha
de C. lechleri. O maior teor do composto (108,89 ugg™) foi obtido com o uso do
solvente agua a temperatura de 35 °C e 30 minutos de extracdo. A Figura 40
apresenta o grafico de Pareto que mostra que os fatores solvente e tempo, bem
como as interacbes do solvente com o tempo e a temperatura foram

significativos no teor de acido ferralico obtido da amostra.

(1)Solvente 7.967554

////////////

p=.05

1by2 -4.37564

(2)Tempo (min ) 4 15391

1by3 -4.15163

\

(3)Temperatura (2 C) 2 49422

2by3 2064077

Figura 40 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracado de
acido ferralico por meio de CLAE

O efeito do solvente foi positivo, indicando que uma mudanca em seu
valor no sentido positivo do solvente (agua) acarretaria no aumento do teor de
acido ferralico. Por outro lado, o efeito do tempo foi negativo, indicando que a
mudanca de tempo em seu menor nivel para niveis maiores resultaria em
diminuic&o nos teores de acido ferrulico.

O modelo matematico gerado por regressdo linear multipla levando em

consideracao os efeitos significativos fornece a Equacéo 16. O valor do
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coeficiente de correlacdo igual a 0,934 indica que o modelo matematico se

ajusta bem aos dados experimentais.

AFfolha' = 45.01 + 18.39x; — 9.59x, — 5.76x3; — 10.10x;x, — 9.58x,x; (Eq.16)

A partir da modelagem matematica sdo gerados os graficos de superficie
de resposta para a variavel dependente acido ferralico, apresentados na Figura
42. Foi possivel observar que os maiores teores de acido ferralico foram obtidos
quando se utilizou agua como solvente, com 30 minutos de extracdo a
temperatura de 35 °C.

O acido ferrdlico é, assim como o0 &cido cumarico, um &cido
hidroxicinamico derivado do acido cinamico com um grupamento éter metilico no
carbono 3 e um grupamento hidroxila no carbono 4 do anel benzénico, conforme

mostra a Figura 41.

Figura 41- Estrutura do acido ferrulico.

Os maiores teores de acido ferrulico a partir da folha de C. lechleri foram
obtidos com o uso de agua como solvente extrator. O Substituinte éter, assim
como o grupamento acido carboxilico e substituinte OH conferem alta polaridade
a molécula, explicando a maior extracdo do composto com o0 uso de agua,

solvente mais apolar que etanol.
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Figura 42 - Gréficos de superficie de resposta para o teor de acido ferrtlico obtido por CLAE a partir dos extratos de C.
lechleri. (D:solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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A Figura 43 apresenta a analise de componentes principais para o0s
dados da extracdo de compostos fendlicos da folha de C. lechleri através de
CLAE.

05

Ferulic acid

étechm \
00

alic acid

Cdumaric aci

Principal component 2: 20.86%
Principal component 2 . 20 86%

05 Syripgic acid

Epicatechil

-6 -4 -2 0 2 4 -1.0 05 0.0 05 1.0

Principal component 1: 71.73% Principal component 1 : 71.73%

Figura 43 - Anélise de componentes principais (PCA) para os dados obtidos através na
analise cromatografica dos extratos de folha de C. lechleri. Distribuicdo das condi¢des
de extracdo no gréfico de escores (esquerda) e distribuicdo dos compostos isolados no
grafico de pesos (direita).

A partir dos dados de PCA apresentados na Figura 43, foi possivel
observar que PC1l descreveu 71,73 % da variancia total, enquanto PC2
descreveu 20,86%, somando 92,52 da variancia total. PC1 versus PC2 foram
alocados em quatro grupos: O grupo formado pelos ensaios A localizados no
primeiro quadrante n&o demonstrou altos valores dos compostos isolados, o
que significa que o etanol nao foi tdo eficiente quanto agua como solvente para
a extracdo conduzida nas menores condicdes de tempo e temperatura (30
minutos e 35 °C). No segundo quadrante, por outro lado, os compostos
fendlicos; acido ferralico e catequina estdo presentes como melhores extraidos
nestas condicbes com o0 uso de etanol como solvente extrator, conforme
condicdo (tratamento) B. Acido galico, &cido cumarico e &cido siringico
mostraram-se melhores extraidos nas condigbes D e F, como mostram suas
posicdes no terceiro quadrante, utilizando-se agua como solvente extrator e

tempo e temperatura de extragdo sendo maximo e minimo, ou vice-versa (30
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min e 70 °C ou 90 min e 35°C). Epicatequina foi 0 composto mais estavel
extraido da folha de C. lechleri, resistindo a temperatura de 70 °C durante 90
minutos de extracdo e podendo ser extraida tanto com agua ou etanol, ja que o
solvente néo foi significativo.

O extrato aquoso de folhas de Croton ssp. originaria da Amazoénia por
Da Silva Port’s et al. (2013) apresentou teor de CFT de 26,02 mg EAG g7,
enquanto os extratos etanolicos de Croton argyatus, Croton argentinus e
Croton bonplandianum apontaram valores maiores de 40,62, 50,50 e 75,39 mg
EAG g7, respectivamente Dutta et al. (2013 e N. I. Mohd Ali, (2012). Silva,
Rogez e Larondelle (2007) estudou a variagcdo do teor CFT nos extratos
hidroalcodlicos de folhas de Inga edulis, também da familia Euphorbiaceae na
variagdo de temperatura entre 15 e 95 °C, estabelecendo valores 6timos de
65,2 °C para rendimento satisfatorio e garantindo a estabilidade de compostos
bioativos.

Johns’s et al. (1999) obtiveram valores de CFT de 7,5 e 6,9 mg EAG.g*!
para os extratos aquosos de Croton dicogamous e Croton megalocarpus
originarias da Tanzania. Silva et al. (2006), estudou a variacao do teor CFT nos
extratos hidroalcodlicos de folhas de Inga edulis, também da familia
Euphorbiaceae na variagcdo de temperatura entre 15 e 95 °C, estabelecendo
valores 6timos de 65,2 °C para rendimento satisfatorio e garantir a estabilidade

dos compostos bioativos.

5.3 RESULTADOS OBTIDOS COM O USO DE EXTRATOS DE RESIDUO DE
SEIVA DE C. LECHLERI

5.3.1 Teor de compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante dos

extratos de residuo de seiva de C. lechleri

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos de residuo de seiva de
C. lechleri variou de 61,45 a 192,32, EAG g*; sua atividade antioxidante de
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0,07 a 19,91 umol de Trolox g* e o teor de antocianinas totais no extrato de

residuo de seiva variou de 2,48 a 21,71 g/100g conforme mostra a Tabela 10.
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Tabela 10 — Resultados obtidos referente ao delineamento fatorial para CFT (mg EAG.g1) e AA (umol de Trolox. g'1) em extratos da folha de C. lechleri.

Variaveis Residuo
Ensaios . TCF AA TA
X1 X2(min) X3 (°C) (Mg EAGIg) (umol Trolox/g) (9/100g)
A Etanol 30 35 61,45+ 3,65 1,67 +0,02¢ 2,48 + 0,24
B Agua 30 35 77,77 +2,87¢ 1,80+ 0,01 ¢ 5,27 £ 0,53¢
c Etanol 90 35 89,28 + 3,73¢ 4,29 + 1,040 3,97+0,51¢
D Agua 90 35 147,20 + 4,05°¢ 2,46 + 0,22 cde 12,20 +1,27b
E Etanol 30 70 95,13+ 1,98 ¢ 3,00 + 0,15 bcd 4,41+0,30°
F Agua 30 70 173,71+ 1,820 0,07 + 0,07 21,71 + 1,833
G Etanol 90 70 192,32 + 0,562 3,39+0,17b 10,90 + 1,05
H Agua 90 70 167,73+ 1,23b 19,01 + 2,402 20,04 + 2,832

Médias + desvio padrdo; médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p<0,05). CFT: Compostos fendlicos totais; AA: Atividade antioxidante; AT: Antocianinas totais EAG:
Equivalente em acido gélico.
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Tabela 11 — Valores de ANOVA para os resultados CFT, AA e AT obtidos com o residuo de

seiva de C. lechleri.

Fatores

Compostos fendlicos

Soma dos Média dos F-calculado -valor
Quadrados Quadrados P
Solvente (X1) 6166.67 1 6166.67 13.13865 0.002093
Tempo (X2) 13321.50 1 13321.50 28.38269 0.000056
Temperatura
(X3) 24038.66 1 24038.66 51.21657 0.000002
X1;X2 1421.54 1 1421.54 3.02872 0.099871
X1;X3 153.66 1 153.66 0.32738 0.574697
X2:X3 13.70 1 13.70 0.02920 0.866338
Residuo 7979.00 17 469.35
Total 53094.74 23
Atividade Antioxidante
Fatores Soma dos Média dos F-calculado -valor
Quadrados Quadrados P
Solvente (X1) 114.9734 1 114.9734 526.444 0.000000
Tempo (X2) 3.5187 1 3.5187 16.111 0.000900
Temperatura
(X3) 344.3013 1 344.3013 1576.498 0.000000
X1;X2 81.4360 1 81.4360 372.882 0.000000
X1;X3 149.2831 1 149.2831 683.542 0.000000
X2;X3 34.2879 1 34.2879 156.998 0.000000
Residuo 3.7127 17 0.2184
Total 731.5130 23
Antocianinas Totais
ratores Soma dos Média dos F-calculado -valor
Quadrados Quadrados P
Solvente (X1) 528.217 1 528.2166 89.99577 0.000000
Tempo (X2) 66.605 1 66.6053 11.34799 0.003647
Temperatura
(X3) 409.679 1 409.6794 69.79980 0.000000
X1;X2 2.596 1 2.5959 0.44228 0.514945
X1;X3 88.246 1 88.2456 15.03500 0.001209
X2:X3 5.113 1 5.1131 0.87115 0.363706
Residuo 99.779 17 5.8693
Total 1200.235 23

GL=Graus de liberdade; Resultados em negrito referem-se a diferencas significativos (p<0,05).



A Tabela 11 mostra os resultados obtidos da analise de variancia
(ANOVA) para os extratos de residuo de seiva de C. lechleri.

Os compostos fendlicos do residuo de seiva foram melhor extraido nas
utilizando-se etanol como solvente, tempo de 90 minutos a 70 °C. Sendo que
os fatores solvente, tempo e temperatura significativos (p<0,05), conforme
ANOVA.

Atividade antioxidante apresentou maiores valores com o emprego de
agua, a 70 °C por 90 minutos, sendo todos os fatores e suas interacdes
significativos neste resultado.

Os graficos de Pareto da Figura 44 apresentaram valores positivos e
significativos para os fatores temperatura, tempo e solvente para o0s trés
resultados investigados.

Para o teor de CFT, os efeitos positivos do solvente, tempo e
temperatura indicam que mudancas em seus valores nos sentidos positivos
acarretariam no aumento do teor de CFT obtido a partir do residuo de seiva de
C. lechleri. As interagdes, por outro lado, ndo foram significativas.

Na analise do teor de antocianinas totais, os efeitos dos fatores solvente,
tempo e temperatura, bem como da interacdo solvente e temperatura foram
significativos (p<0,05). Além disso, os efeitos positivos do solvente, tempo e
temperatura indicam que mudangas em seus valores nos sentidos positivos
acarretariam no aumento do teor de antocianinas obtidas a partir do residuo de
seiva de C. lechleri.

A atividade antioxidante, por sua vez apresenta todos os fatores e todas
as interacdes como significativas na variavel dependente atividade antioxidante
dos extratos de residuo de seiva de C. lechleri. Mais uma vez, os efeitos
positivos dos fatores indicam que o aumento em seus valores no sentido

positivo resultaria no aumento da atividade antioxidante.

96



Figura 44- Gréficos de Pareto CFT (A), Antocianinas totais (B) e AA (C) dos extratos de residuo de seiva
de C. lechleri.
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Os resultados obtidos regressdo linear multipla levando em
consideracdo os efeitos significativos deram origem aos modelos ajustados
para as varidveis dependentes fendlicos totais, atividade antioxidante e
antocianinas para residuo de seiva de C. lechleri, conforme mostra a Tabela
12.

Tabela 12 - Modelos gerados por regressao linear multipla para as variaveis dependentes,
compostos fendlicos, atividade antioxidante em funcdo dos fatores; tipo de solvente, tempo e
temperatura.

Coeficiente de

Equacéo Modelo Gerado Correlacéo
(R?)
17 CFT residuo seiva = 125.57 4+ 16.03 x; + 23.56 x, + 31.65 x5 0.849
18 AAresiduo = 4.54 + 1.50x; + 2.90x, + 2.03 x5 + 2.20 x; x, 0.995

+1.88 xyx3 + 2.13 x,x3

Antocinainas residuo seiva
0 = 1013 + 4.69x, + 1.67x, + 41305 + 192000, OO

Respostas: CFT: compostos fendlicos totais; AA: atividade antioxidante.

Os valores de coeficiente de correlacdo de 0,849, 0,995 e 0,917 indicam
gue os modelos utilizados se ajustam aos dados experimentais. A Figura 45
mostra as superficies de resposta obtidas para compostos fendlicos totais
(CFT) dos extratos obtidos do residuo da seiva de C. lechleri.
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Figura 45 - Gréaficos de superficie para compostos fendlicos totais dos extratos obtidos do residuo de seiva de C. lechleri.
(G: solvente e tempo; H: solvente e temperatura; |I: tempo e temperatura).
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Entre as amostras de C. lechleri utilizadas, os extratos obtidos com
residuos de seiva apresentaram maior teor de compostos fendlicos totais
comparados aos extratos de cascas e folhas. A temperatura de 70 °C, o tempo
de 90 minutos e o0 uso de agua como solvente foram determinantes na extracao
de compostos fendlicos.

A Figura 46 apresenta os graficos de superficie de resposta para a
variavel dependente atividade antioxidante (AA) dos extratos obtidos do
residuo de seiva de C. lechleri obtida pelo método de sequestro do radical
DPPH. Pode-se observar que agua, a 70 °C e 90 minutos de extracao
obtiveram o0s maiores valores de atividade antioxidante para o extrato

estudado.
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Figura 46 - Gréficos de superficie para atividade antioxidante dos extratos obtidos do residuo de seiva de C. lechleri. (D:

solvente e tempo; E: solvente e temperatura; F: tempo e temperatura).
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Para a variavel teor de antocianinas, a agua e 70 °C possibilitaram
melhor extracdo quando relacionadas as variaveis solvente e temperatura,
conforme mostra a Figura 47. Pode-se observar também que o tempo de
extracdo, embora significativo, ndo representou tanto impacto no teor de

antocianinas.
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Figura 47 - Graficos de superficie para antocianinas totais dos extratos obtido do residuo de seiva de C. lechleri. (A:
solvente e tempo; B: solvente e temperatura; C: tempo e temperatura).
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5.3.2 Determinacao de compostos fendlicos do residuo de seiva de C. lechleri

por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Nos extratos obtidos com o residuo de C. lechleri foram identificados os
seguintes compostos fendlicos: acido galico, acido siringico, catequina e
epicatequina. Para cada composto fendlico em cada extrato foram
determinados os limites de detecgéo (LD), e quantificagdo (LQ). A Tabela 13
mostra os compostos fendlicos identificados por CLAE obtidos o extrato do

residuo, nas condicfes de extracao.
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Tabela 13 — Perfil dos compostos fendlicos quantificados por CLAE nos extratos de residuo de seiva de C. lechleri.

Acido galico Catequina Epicatequina Acido siringico
(h9g™) (ngg™) (h9g™) (hgg™)
LD (ugg™) 1,386641 1,977346 3,705455 1,128451
LQ (ugg™) 4,622135 6,591153 12,35152 3,761505
TR (min.) 3,24 +£0,28 8,51+ 0,89 13,73 +£0,77 13,06 £ 0,14
A (nm) 272 260 e 290 276 274
A 132,44 + 7,93 91,64 £5,58°¢ 19,60 + 1,63¢ 24,46 £1,48¢
B 57,44 + 1,254 452,51 +£8,17° 27,41+1,97c 26,63 £ 2,924
C 189,75+ 8,52 84,29 +1,30¢ 19,34 £1,50¢ 2422 +1,73¢
D 74,22 +£ 3,48 88,80+12,1¢ 36,00 + 1,85° 45,04 +1,61¢
E 455,86 + 7,72 2 113,14 +£11,7¢® 36,47 + 1,72¢cde 24,31 +£1,23¢
F 170,85+ 1,63 " 301,85+ 28,0°¢ 74,72 £ 0,292 44,70 £ 0,31°
G 94,88 + 2,08 155,41 + 8,624 24,55 + 1,15¢de 28,69 + 2,154
H 145,35 + 2,67 ¢ 1947,38 £ 69,92 31,35+0,75% 113,91 +1,712

*LD= Limite de detec¢éo; LQ=Limite de quantificacdo; TR=Tempo de reten¢do; A=Comprimento de onda. Médias +
desvio padrao; médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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Acido galico

O &cido galico foi extraido do residuo de seiva de C. lechleri em maiores
concentracbes (455,86 pgg?) com o uso de etanol a temperatura de 70 °C
durante 30 minutos de extracdo. A Figura 48 apresenta o grafico de Pareto,
gue mostra que apenas o fator solvente e a interacdo tempo e temperatura

foram significativos no teor de &cido galico obtido do residuo de seiva de C.

lechleri.
2y3f ;:'  . i ,1: 295641
(1)Solvente _ . :  / 269247
(3)Temperatura ("C) 7 o .‘ 1376621
(2)Tempo (min) . . . : : 7 ‘_ 1-1,28639
1by3 ;1 ;'.‘ ';li 8389639
1by2 v:_ . | 7068508
p=05

Figura 48 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para o acido
galico por meio de CLAE em extratos de residuo de seiva de C. lechleri.

O efeito negativo do solvente indica que a mudanca de solvente em seus
menores niveis para niveis maiores resultaria na diminuigdo do teor de &cido
galico obtido. A interacdo tempo e temperatura significativa denota que a
extracdo do acido galico a partir do residuo de seiva de C. lechleri € favorecida
pelo emprego de temperaturas mais altas durante curtos tempos de extracao.

O modelo gerado por regressao linear multipla levando em consideracao

somente os efeitos significativos para a varidvel dependente acido galico para
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residuo de seiva de C. lechleri obtive valor de coeficiente de correlacdo de
0,697, apresentados Equacdo 20, indicando que o modelo matematico se

ajusta aos dados experimentais.

AGresiduo = 193.11 — 68.57x; — 75.29x,x; (Eq.20)

A partir do modelo matematico, sado obtidos os graficos de superficie de
resposta apresentados na Figura 49, onde é possivel observar que acido galico
foi melhor extraido do residuo de seiva com o emprego de etanol como
solvente. Além disso, este composto necessitou de 70 °C de temperatura para
ser extraido do residuo, enquanto que o tempo que melhor apresentou altos
teores de acido galico foi de 30 minutos.

O acido galico foi extraido em maiores teores do residuo de seiva de C.
lechleri com o uso de etanol. Este acontecimento pode ser atribuido ao caréater
hidrofébico do anel aromatico que interage com a fase apolar do etanol,
enquanto que a parte hidrofilica da molécula interage com a cabeca polar do

solvente.
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Figura 49 - Gréaficos de superficie de resposta para o teor de acido galico obtido por CLAE a partir dos extratos de
residuo de seiva de C. lechleri. (G: solvente e tempo; H: solvente e temperatura; I: tempo e temperatura).
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Catequina

No residuo de seiva de C. lechleri, a catequina foi extraida em maiores
teores (1947 pgg?) com o uso de etanol, a temperatura de 70 °C e tempo de 90
minutos. A Figura 50 mostra o grafico de Pareto, onde os fatores solvente e

temperatura, bem como a interagdo tempo e temperatura foram significativos e

positivos.
.

(1solvente | ‘  » . .   3429

»3f .  13aasos
(Bffemperatura (O | :' . " | 7032
y3 / 12265088
(2)Tempo (min) 5 1.964976
1by2 | . 1,744197
p=05

Figura 50 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para catequina
por meio de CLAE em extratos de residuo de seiva de C. lechleri.

Os efeitos positivos do solvente e da temperatura indicam que uma
mudanca desses fatores de seus menores niveis para niveis maiores
acarretaria no aumento do teor de catequina extraida da amostra.

A Equacdo 21, obtida por regressao linear mudltipla levando em
consideracdo os fatores significativos obteve coeficiente de correlacdo de

0,699, indicando que o modelo matematico se ajusta aos dados experimentais.

CATresiduo = 417.78 + 289.82x, + 228.50x; + 228.50x; + 191.51x,x; + 265.81x,x3 (Eq.21)
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A Figura 51 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos a
partir da modelagem matematica que confirma a agua como melhor solvente
extrator de catequina a partir do residuo de seiva de C. lechleri utilizando
temperatura de 70 °C durante 90 minutos.

As catequinas sado de dificil extracdo, pois podem estar ligadas a
acucares e proteinas. Além disso, a presenca de hidroxilas em flavandis
aumenta sua solubilidade em agua devida ao maior nimero de ligacdes de

hidrogénio formadas.
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lico obtido por CLAE a partir dos extratos do residuo

Figura 51 - Gréficos de superficie de resposta para o teor de acido ga

de C. lechleri. (G solvente e tempo; H: solvente e temperatura; |: tempo e temperatura).
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Epicatequina

A epicatequina foi extraida do residuo de seiva de C. lechleri em maior
concentragdo (74,72 pgg?l) com o uso de agua a 70 °C e 30 minutos de
extracdo. A Figura 52 apresenta o grafico de Pareto, que mostra que nenhum
dos fatores, bem como nenhuma das interacdes foi significativa nesta analise.
Deste modo, os modelos mateméaticos ndo se aplicam aos dados

experimentais.

P T € LA e 8 s D B LY 1§ P S P ——————— Y T VY S ST § VY § e S FS Y Ve e e

(1)5clvente 2 0498004
20y3 | 1,53550
{(3)Temperatura (°C) § : 878393
(2)Tempo (min) | 1. 607197
R A B S J
1by2 | 2416073

0364858

Figura 52 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracao
de epicatequina por meio de CLAE a partir do extrato do residuo de seiva de C. lechleri.

Acido Siringico

O &cido siringico foi melhor extraido do residuo de seiva de C. lechleri
com o uso do solvente agua, a 70 °C e 90 minutos de extracdo para melhor

desprendimento do composto de suas matrizes. O grafico de Pareto da Figura
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53, apresenta todos os fatores e todas as interacdes como significativos no teor

do composto analisado.

(1)Solvente :‘J 9729
(3)Temperatura ("C) 5429487
1by3 4942089
(2)Tempo (min) 4 893183
- R S ——— "
2by3 340825

Figura 53 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo
de acido siringico dos extratos de residuo de seiva de C. lechleri por meio de CLAE.

Os efeitos positivos dos fatores solvente tempo e temperatura indicam
gque aumentos em seus valores de menores niveis para niveis maiores
resultariam no aumento no teor de acido siringico obtido.

O modelo gerado por regressao linear multipla apresentou coeficiente de
correlacao de 0,946, indicando que os modelos matematicos se ajustam bem

aos dados experimentais.

ASresiduo = 40.87 + 15.45 x; + 10.84 x, + 12.03 x3 + 9.81 x;x, + 10.95 x;x3 + 7.55 x,x5 (Eq.22)

A partir da modelagem matematica, foram obtidos os graficos de
superficie de resposta apresentados na Figura 54. O acido siringico foi melhor
extraido do residuo de seiva de C. lechleri quando empregados todos os niveis

maximos de extracdo: agua, 90 minutos e 70 °C.

113



Assim como ocorreu na extracdo de acido siringico a partir de cascas e
folhas de C. lechleri, este composto foi extraido em maiores teores a partir do
emprego de agua como solvente. Da mesma forma como ocorreu na extracao
do composto da casca e da folha, os oxigénios presentes na molécula, bem
como as hidroxilas, conferem maior polaridade ao acido siringico, favorecendo

sua maior interacao com agua.
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Figura 54 - Gréficos de superficie de resposta para o teor de &cido siringico obtido por CLAE a partir dos extratos de
residuo de seiva de C. lechleri. (G: solvente e tempo; H: solvente e temperatura; |

tempo e temperatura).
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A Figura 55 mostra a analise de componentes principais para os dados da

analise cromatogréfica dos extratos de residuo de seiva de C. lechleri.
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Figura 55 - Analise de componentes principais (PCA) para os dados obtidos através na
analise cromatogréafica dos extratos de residuo de seiva de C. lechleri. Distribuicdo das
condi¢cdes de extracdo no gréfico de escores (esquerda) e distribuicdo dos compostos
isolados no grafico de pesos (direita).

Conforme mostra a Figura 55, pode ser observado que PC1 explica
50,68% da variancia dos dados enquanto PC2 explica 25,95%, somando 76,63%
da variancia total. Os dados foram agrupados em quatro grupos de similaridade:
O primeiro grupo, formado pelas condi¢des de extracdo A, B, C, D e G apresentou
o pior rendimento para todos compostos isolados por CLAE, conforme pode ser
visto no quarto quadrante. No primeiro quadrante, pode-se observar que a
condicdo E (etanol, 30 minutos e 70 °C) obteve melhor rendimento para acido
géalico comparado a outras condi¢des. Epicatequina e acido siringico foram melhor
extraidos com o emprego de agua a 70 °C durante 30 minutos, conforme mostram
suas posi¢cdes no segundo quadrante (tratamento F). Catequina, apresentou-se
como o composto mais estavel isolado do residuo de seiva, resistindo as
condicbes maximas de extracdo de 70 °C durante 90 minutos (tratamento H).
Além disso, este composto, assim como epicatequina e &acido siringico,

apresentaram maiores rendimentos quando extraidos com agua.
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O estudo conduzido por Mokrani; Madani (2016), demonstrou que um
acréscimo de temperatura de 25°C para 60°C aumentou o rendimento de CFT de
38 para 81 mg QE100g™ (quercetina equivalente por grama de amostra). De
acordo com os autores, 0 aquecimento provavelmente suaviza o tecido da planta,
enfraquecendo as interacdes entre os compostos fendlicos e polissacarideos e
proteinas, permitindo a migracao destes compostos para o solvente.

Moreira et al. (2017), obtiveram maiores valores de polifendis extraidos a
partir do residuo de madeira de magéa ao utilizar 55 °C ao invés de 20 °C. Os
autores atribuem este aumento ao enfraquecimento na parede celular pelo
aumento da temperatura, resultando na melhor interacdo dos polifenéis com o
solvente.

Para Gupta; Bleakley; Gupta, (2007), as diversas espécies do género
Croton apresentam diferentes teores de compostos fendlicos e atividade
antioxidante devido a fatores bioldgicos e climaticos das diferentes plantas. Na
literatura ndo foram encontrados dados sobre o residuo da seiva. Contudo, pode-
se atribuir os elevados teores de CFT destes a matéria seca da seiva, que
apresenta alta relevancia biologica, pois, de acordo com Lopes, M. I. L. E. et al.
(2004), mais de 90 % do peso seco do latex é constituido de compostos fendlicos.

De acordo com Mustafa; Turner (2011) o aumento na temperatura de
extracdo diminui a energia de ativacdo necessdaria para iniciar o processo de
dessorcdo entre 0s compostos bioativos e a amostra. As autoras acrescentam
ainda que temperaturas mais altas diminuem a tensdo superficial do solvente,
solutos e da amostra, além de diminuir a viscosidade do solvente permitindo o
melhor alcance deste na matriz da amostra.

Silva et al., (2006) ressaltam que o equilibrio final entre a concentracao e a
massa da solugdo, sendo que o tempo restante depois do equilibrio ndo resulta
na extracdo de mais compostos fendlicos. Além disso, os autores observaram
uma interacdo negativa entre temperatura e tempo na extracdo de flavonoides,
atribuido a degradacdo dos compostos expostos a longa extracdo em altas
temperaturas.

Chiang et al. (2017) explicam que apesar de a temperatura de extragdo ser
limitada para a extracdo de compostos termalmente sensiveis, altas temperaturas

sao preferiveis para compostos mais estaveis, pois aumentam a difusividade do
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soluto e diminuem a barreira de energia. No caso do residuo de seiva, para a
extracdo dos compostos foi necessario o uso de maior temperatura, indicando
gue a energia requerida para os extrair da matriz era maior.

Em alguns casos, por outro lado, o uso de altas temperaturas por maior
tempo (90 minutos) ocasionou a perda dos compostos fendlicos extraidos.
Mokrani & Madani (2016) explicam que 0 aumento da temperatura na extracdo de
compostos fendlicos acima de certos valores possa promover sua degradacéo.
Maistro et al.(2013) estudaram a seiva de Croton palanostigma através de CLAE
e encontraram a presenca de catequinas, taninos e alcaloide taspina em sua

pesquisa.

5.4 OUTROS METODOS DE DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
PARA EXTRATOS DE CASCA, FOLHA E RESIDUO DE C. LECHLERI

Os extratos obtidos das amostras de casca, folha e residuo de C. lechleri
tiveram sua atividade antioxidante determinada por outros métodos padronizados,
devido as distintas formas que os compostos com capacidade antioxidante podem
atuar através da captura de radicais livres por meio da transferéncia de elétrons
ou atomos de hidrogénio (CANABADY-ROCHELLE et al., 2015). De modo a
obterem-se meios de comparag¢do com os dados obtidos na literatura, a atividade
antioxidante dos extratos obtidos das amostras de casca, folha e residuo de seiva
de C. lechleri foi determinada pelos métodos de sequestro dos radicais DPPH e
ABTS por meio de curva de Trolox, sequestro do radical DPPH por meio de curva
cinética e poder de reducédo do ferro (FRAP). A Tabela 14 mostra os valores
obtidos de atividade antioxidante para o0s extratos das amostras em cada

metodologia utilizada.
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Tabela 14 - Valores de ECso, FRAP, ABTS e DPPH para as amostras de casca, folha e residuo de
C. lechleri.

Amostra DPPH TEAC DPPH ECso FRAP ABTS TEAC
(umol Troloxg™) (mgmL7t) (umol Fe?* g1) (umol Troloxg™)
Casca 281,45+0,86¢2 0,05¢ 1702,89 + 53,91° 446,92 + 0,452
Folha 46,67 £ 0,11° 5142 318,48 + 31,74°¢ 446,15+ 0,452
Residuo 1991 +2,0¢ 0,32°b 10228,06 + 386,022 445,63 + 0,902

Médias + desvio padrdo; médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Entre as amostras testadas em diferentes métodos analiticos, casca a
residuo apresentaram-se como as matrizes de maior atividade, seguidos pela
folha. Enquanto para o método DPPH TEAC e ECso 0 extrato da casca
apresentou os maiores valores de AA. Para o método FRAP o maior valor de AA
foi determinado com o extrato do residuo de seiva, enquanto que na metodologia
de ABTS TEAC nao houve diferenca estatistica significativa entre as amostras.
Os valores distintos nos métodos podem ser atribuidos as diferentes maneiras
como cada composto antioxidante age frente aos radicais sdo gerados nos
ensaios.

A Figura 56 mostra que, quanto menor o valor de ECso, maior a atividade
antioxidante do extrato. No método para determinacédo da atividade antioxidante
por meio da reducéo do ferro (FRAP) uma curva de sulfato ferroso € empregada

como curva padrdo para comparacao ao extrato analisado.

e 5000 i 4000 2000 =mpe=1000 = 500 80

y =0.007x + 14.027
R?*=0.9889

2000 4000 6000 8000 10000
Concentragdo (pg/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70
Y =50 X = ECso = 5,139 mg/mL

Tempo (min)

Figura 56 - Curva cinética utilizada para a determinacdo da atividade antioxidante pelo
método DPPH ECsq.
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Rossi et al. (2011) determinaram a atividade antioxidante de 6leo essencial
da casca de C. lechleri pelo método DPPH obtendo 15,28 mg mL™. van Vuuren;
Vilioen (2008), encontraram valor de 112,8 mg mL™* utilizando o mesmo método
para determinar a AA na folha de Croton sylvaticus, enquanto Ndunda (2014)
utilizou a casca desta espécie de planta e obteve valores de ECso maiores que
1000 mg mL*. Em outras espécies da familia Euphorbiaceae, Sofidiya et al.
(2015), obtiveram valores de 101,6 umol Fe?*g? utilizando a metodologia FRAP
para determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico da casca de
Margaritaria discoidea. Ben Jannet et al. (2017) obtiveram valores de ECso de
5,25 e 4,90 mgmL?, respectivamente, usando a fracdo polar de espécies de
Euphorbia paralias e Euphorbia terracina originarias da Tunisia. A atividade
antioxidante de Euphorbia caducifolia, Euphorbia hirta e Phyllanthus fraternus
originarias do Paquistdo foram determinadas pelo método FRAP por Qasim et al.
(2017), que obtiveram valores de 910, 1.530 e 1.580 pumol Fe?'.g71,
respectivamente. Os valores obtidos por Dzoyem; Eloff (2015) a partir dos
extratos ceténicos de Alchornea laxiflora e Jatropha curcas da Africa do Sul
variaram de 438,42 a 68,17 umol Fe?*.g1, respectivamente.

Os diversos resultados encontrados para os valores de atividade
antioxidante para extratos de plantas do género Croton e outras espécies da
familia Euphorbiaceae, em comparagcdo com Croton lechleri, sdo explicados pelos
diferentes métodos de extracdo, solventes utilizados, compostos bioativos
presentes em cada espécie e condicbes ambientais, como mostram estudos

realizados por (Alberti et al., 2014).

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As melhores condi¢bes de extracdo dos extratos de casca, folha e residuo
de seiva em relacdo a atividade antioxidante forem testadas contra o0s
microrganismos Gram-positivos Staphylococcus aureus e B. subitilis, Gram-

negativos Salmonella bongori, Salmonella thyphimurium e Eschirichia coli, além
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da levedura C. albicans. A Figura 57 mostra o resultado da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima e como foram organizados o meio de cultura,

extratos e controles para os bioensaios.

Figura 57 - Placa de 96 revelada com clorafenicol mostrando o esquema de como foram
dispostos extratos e controles.

A Tabela 15 mostra os valores de concentracdo inibitéria minima e
concentragdo bactericida minima para os extratos testados. Os extratos de casca,
folhna e residuo de serva de C. lechleri apresentaram resultados semelhantes
guando testados contra os microrganismos, obtendo forte atividade contra S.
aureus e as duas espécies de Salmonella (os valores de CIM variaram entre
0,002 e 0,005 mg mL?). Os trés extratos também foram capazes de inibir o
desenvolvimento da levedura C. albicans na concentracdo de 0,156 mg mL™.
Contudo, ndo houveram resultados positivos na determinacdo da concentracao
bactericida minima contra os microrganismos Gram-Positivos, com excec¢ao para
Salmonella thyphimurium testada com o residuo de seiva. E. coli e B. subitilis ndo
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foram inibidas pelos extratos de casca, folha e residuos de C. lechleri. nas

concentracfes estudadas.
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Tabela 15 - Valores de CIM* e CBM para 0s microrganismos testados com os extratos obtidos
com as amostras de casa, folha e residuo de C. lechleri.

Casca Folha Residuo

Microrganismo CiM (n?BmL' CiM (n?BML‘ CIM CBM

g (mg mLY) 91) (mg mL?) 91) (mgmL?)  (mgmL?)
Staphylococcus
aureus 0,002 >5,00 0,005 > 5,00 0,002 >5,00
ATCC 25923
Bacillus subtilis >5.00 >5.00 > 5,00 > 5,00 >5.00 >5,00
ATCC 19659 ' ' ’ ’ ' '
Escherichia coli
ATCG 25922 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00
Salmonella bongori 0,002 >5.00 0,005 > 5,00 0,002 >5,00
ATCC 43975 * ' ' ’ ’ '
Salmonella
typhimurium 0,002 >5,00 0,005 > 5,00 0,002 0,625
ATCC 0028
Candida albicans 0,156 >5.00 0.156 >5.00 0.156 >5.00

ATCC 118804

*CIM=Concentra¢&o inibitéria minima; CBM=Concentragdo bactericida/fungicida minima.

Rossi et al.(2011) obteve valores de 0,10 mg mL para E. coli e 10,10 mg
mL* para S. aureus utilizando o 6leo essencial da casca de C. lechleri. Van
Vuuren; Viljoen (2008) apresentou valores de CIM de 2,0, 2,3 e 6,0 mg mL™ para
S. aureus, E. coli e C. albicans, respectivamente, com os extratos da folha de
Croton gratissimus. Os mesmos autores testaram extratos da casca de C.
gratissimus obtendo 0,6, 4,0 e 6,0 mgmL™* para os mesmos microrganismos.
Ndunda (2014) testou o extrato metandlico da casca de Croton sylvaticus em
maiores concentracdes e determinou 10 mg mL™ para inibir o crescimento de B.
subtillis, enquanto Selowa et al. (2010) obteve CIM de 1,25 mg mLt com as folhas
da mesma espécie contra S. aureus e E. coli. Mokoka et al. (2010) também testou
o extrato de folha de C. sylvaticus, apresentando CIM de 0,07 mg mL™.

Embora a maioria dos compostos com atividade antimicrobiana apresente
maior atividade contra as bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas
(devido a superficie da membrana hidrofilica de lipopolissacarideos das Gram-
negativas), os extratos de casca, folha e residuo de seiva de C. lechleri ndo

apresentaram diferencas quanto a inibicdo entre estes microrganismos. Esta
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propriedade pode ser atribuida ao efeito que os extratos brutos obtidos de plantas
fornecem devido a presenca de mais de um composto que podem exercer efeito
sinérgico Cavar et al. (2012).

Bilal et al. (2017), explicam que existem varios tipos de mecanismos
antimicrobianos e que provavelmente a acdo dos extratos de plantas contra
agentes microbianos seja resultado de uma combinacdo destes, como
decomposicdo da membrana citoplasmatica, coagulacdo de partes interiores da
célula, depdsito de proteinas na membrana, entre outros. Ainda, os autores
afrmam que o0s compostos fendlicos também agem como agentes
antimicrobianos através da ligacdo de quelante de metal e adesédo e complexacao
de parede celular. Ghimire; Yu; Chung (2017), enfatizam o poder dos compostos
fendlicos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas através da
capacidade de inativar a adesdo microbiana, a interrupcdo das membranas
microbianas, diminuindo a producdo de ATP e a degradacdo da parede celular

das bactérias.
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6 CONCLUSAO

Os dados deste trabalho mostraram que os extratos aquosos de casca,
folha e residuo de seiva de Croton lechleri possuem altos teores de compostos
fendlicos, especialmente &cido galico, catequina, epicatequina e acido siringico.
Os extratos o etanodlicos apresentaram atividades antioxidantes e antimicrobianas
relevantes, provando a eficacia do uso popular da planta. Deste modo, a melhor
condicdo de extracdo de compostos fendlicos foi a agua, a 70 °C por 30 min,
enquanto que para 0s compostos com atividade antioxidante foi etanol, a 70 °C
por 90 min.

A diversidade da composicao fendlica presentes nos diferentes extratos de
cascas, folhas e residuo de C. lechleri pode explicar os diferentes resultados entre
as atividades antimicrobianas e antioxidantes determinadas neste trabalho.

A partir dos resultados de ANOVA, Pareto e graficos de superficie, pode-se
estabelecer as melhores condicfes de extracdo para a casca e folha de C. lechleri
para temperatura de 70 °C, solvente extrator como etanol e tempo de extracdo de
30 minutos.

Além disso, o delineamento fatorial permitiu a reducdo do numero de
ensaios realizados sem diminuir a qualidade da informacdo. Metodologia de
superficie de resposta e analise de componentes principais empregados nesta
pesquisa provaram ser ferramentas eficientes para analise de dados.

No entanto, os estudos de extracdo e determinacdo dos compostos
bioativos e atividades biolégicas dos extratos brutos séo 0s primeiros passos para
o estudo de plantas medicinais. Pesquisas adicionais serdo necessarias para uma
melhor avaliacdo desta espécie da familia Euphorbiaceae. Os préximos passos
para dar continuidade a esta pesquisa incluem o fraccionamento, o isolamento, a

purificacdo e a determinacao de doses seguras de extratos brutos ou purificados.
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