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RESUMO

SARI Rafael. Otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos e avaliacdo do
potencial antioxidante e antibacteriano das folhas de (Tabernaemontana
catharinensis). 2016. 48f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Quimica Industrial), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco,
2016.

O Brasil possui grande diversidade de plantas medicinais, que o coloca em destaque
na producdo de biomoléculas para uso na industria farmacéutica e de alimentos. A
planta Tabernaemontana catharinensis, conhecida popularmente como cobrina,
destaca-se devido seu amplo uso na medicina popular. O objetivo do presente
trabalho foi a caracterizacdo quimica e o estudo das folhas da T. catharinensis,
atravées de sua atividade antioxidante e antimicrobiana . O delineamento
experimental utilizado para a extracdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante foi um fatorial 23, totalizando-se 8 corridas em triplicata. O efeito das
variaveis independentes:solvente (etanol e acetato de etila), tempo em minutos (30 e
60 min) e temperatura em graus Celsius (35 e 65 °C) foi avaliado para se averiguar
suas influéncias sobre o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante
(DPPH) em amostras de T. catharinensis. A melhor condicdo de extracdo ocorreu
utilizando-se como solvente o etanol, tempo de 60 minutos e temperatura de 65 °C,
onde obteve-se como resposta o teor de compostos fendlicos de 2,027 mg EAG/g, e
atividade antioxidante DPPH de 31,959 pmol de Trolox/g. As atividades
antioxidantes foram realizadas por meio da determinagédo do teor de compostos
fendlicos, captura do radical DPPH (expresso em ICso € Trolox), poder de reducéo
do Ferro (FRAP) e ABTS, além da oxidacdo acoplada do beta-caroteno e acido
linoleico. Pode-se observar que o extrato das folhas de T. catharinensis
apresentaram altos valores quanto as atividades antioxidantes, o que se remete a a
eficacia da extracdo de compostos bioativos nesta espécie. A determinacdo da
atividade antibacteriana foi realizada por meio da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Salmonella bongori. O extrato das folhas de T.
catharinensis apresentou atividade inibitéria (CIM) frente a bactéria Salmonella
bongori com uma concentracdo intermediaria de 0,125 a 0,062 mg.mL™, porém na
faixa das concentracdes testadas (5 a 0,005 mg.mL™), ndo apresentou inibicdo
frente a bactéria Staphylococcus aureus. Os compostos fendlicos presentes no
extrato das folhas de T. catharinensis foram identificados por meio de CLAE, sendo
eles, acido galico, &cido vanilico, &cido cafeico, rutina, catequina, &cido salicilico,
acido cumarico e miricetina e os grupos funcionais foram identificados por
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR). Conclui-se que os resultados
obtidos neste estudo confirmam as atividades antioxidantes e antimicrobianas do
extrato de T. catharinensis podendo ser utilizada como provavel fonte de compostos
naturais com aplicacdes tanto na industria alimenticia como na farmacéutica.

Palavras-Chave: Biomoléculas, Delineamento Fatorial, Plantas Medicinais.



ABSTRACT

SARI Rafael. Optimization of the extraction of phenolic compounds and evaluation of
the antioxidant and antibacterial potential of the leaves of (Tabernaemontana
catharinensis). 2016. 48f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Quimica Industrial), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco,
2016.

Brazil has a great diversity of medicinal plants, which places it in the spotlight in the
production of biomolecules for use in the pharmaceutical and food industry. The
Tabernaemontana catharinensis plant, popularly known as cobrina, stands out
because of its widespread use in folk medicine. The objective of the present work
was the chemical characterization and the study of the leaves of T. catharinensis,
through its antioxidant and antimicrobial activity. The experimental design used for
the extraction of phenolic compounds and antioxidant activity was a factorial 23,
totaling 8 runs in triplicate. The effect of the independent variables: solvent (ethanol
and ethyl acetate), time in minutes (30 and 60 min) and temperature in degrees
Celsius (35 and 65 °C) was evaluated to determine their influence on phenolic
compound content and activity Antioxidant (DPPH) in samples of T. catharinensis.
The best extraction condition was the ethanol solvent, 60 minutes and 65 oC, where
the phenolic content of 2,027 mg EAG / g and antioxidant activity DPPH of 31.959
pmol of Trolox / g. The antioxidant activities were carried out by determination of the
phenolic compounds, DPPH (expressed in IC 50 and Trolox), iron (FRAP) and ABTS,
and the coupled oxidation of beta-carotene and linoleic acid. It can be observed that
the extract of the leaves of T. catharinensis presented high values regarding the
antioxidant activities, which refers to the efficacy of the extraction of bioactive
compounds in this species. The determination of the antibacterial activity was
performed by means of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) against Staphylococcus aureus and Salmonella
bongori microorganisms. The extract of the leaves of T. catharinensis showed
inhibitory activity (MIC) against Salmonella bongori bacteria with an intermediate
concentration of 0.125 to 0.062 mg.mL-1, but in the range of the tested
concentrations (5 to 0.005 mg.mL-1), Showed no inhibition against Staphylococcus
aureus bacteria. The phenolic compounds present in the extract of the leaves of T.
catharinensis were identified by means of HPLC, being gallic acid, vanilic acid,
caffeic acid, rutin, catechin, salicylic acid, coumaric acid and myricetin and the
functional groups were identified by spectroscopy In the infrared region (FTIR). It is
concluded that the results obtained in this study confirm the antioxidant and
antimicrobial activities of T. catharinensis extract and can be used as a probable
source of natural compounds with applications in both the food and pharmaceutical
industries

Keywords: Biomolecules, Factorial Delineation, Medicinal Plants.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma vasta biodiversidade de plantas e dentre estas algumas
séo consumidas e utilizadas para uso farmacoldgico. Porém a preocupagdo com a
descoberta e identificacdo dos compostos responsaveis por esta acao farmacologica
tornou-se mais notavel recentemente, visto que o uso de plantas como recursos
terapéuticos vem crescendo e sua utilizacdo esta descrita em toda a historia da
humanidade (GINDRI et al., 2011).

Os produtos naturais e as novas descobertas de compostos capazes de
suprir as necessidades humanas representam uma opc¢ao viavel, para solucdes de
problemas na saude do nosso pais. Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estimam que quase 80% da populacéo faz uso de plantas medicinais, para
sanar problemas ou ainda como alternativa basica de saude (GINDRI et al., 2011).

O género Tabernaemontana que pertence a familia Apocynaceae, apresenta-
se como uma planta de grande uso na medicina popular, podendo ser encontradas
em algumas regides do Brasil, Argentina e até mesmo no Paraguai, onde
popularmente € conhecida como “cobrina”, “Jasmim” e “leiteira de dois irmaos”.
Dentre todas as espécies que pertencem a esta familia a Tabernaemontana
catharinensis se destaca devido seu amplo uso na medicina popular. Séo
empregadas suas folhas, cascas e até raizes, contra desarranjos intestinais, sifilis,
hanseniase ou ainda para picadas de mosquitos e dentre outras utilizacdes
(BOLIGON et al., 2014).

Tabenaemontana catharinensis € descrita como uma arvore ou arbusto que
possui de 3 a 10 m de altura, ramos glabros, folhas estreito-lanceoladas, base aguda
e margem levemente ondulada, inflorescéncia geralmente com muitas flores brancas
e eretas (BOLIGON et al., 2014).

Portanto considerando a busca por novas biomoléculas para a utilizacdo na
industria farmacéutica e de alimentos e com base nas informacdes que a medicina e
conhecimento popular nos apresenta, o presente trabalho tem como principal
objetivo a caracterizagdo quimica e o estudo das folhas da Tabernaemontana
catharinensis, através de sua caracterizacdo, atividades antioxidantes e

antimicrobianas .
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo central, a otimizacdo do extrato das
folnas de Tabernaemontana catharinensis e sua verificacdo quanto ao teor de
fendlicos totais, atividade antioxidantes e sua acdo bactericida frente aos micro-

organismos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como obijetivos especificos o projeto consiste em:

e Otimizar a extragcdo de compostos bioativos de folhas de Tabernaemontana
catharinensis;

¢ Avaliar/quantificar o extrato quanto ao teor de fendlicos totais e sequestro do
radical DPPH,;

e Realizar as atividades antioxidantes DPPH, FRAP, ABTS, auto oxidacdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico;

e Realizar as atividades antibacterianas gram-positivas e gram-negativas frente
aos micro-organismos Staphylococcus Aureus ATCC- 25923, Salmonella
Bongori ATCC- 43975;

e Caracterizar o extrato utilizando infravermelho (FTIR);

¢ ldentificar/quantificar o extrato de folhas de Tabernaemontana catharinensis

por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tabernaemontana catharinensis: Classificacao

Pode-se considerar como planta medicinal segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) toda a planta que apresente substancias com propriedades
terapéuticas ou que possa ter substancias que levem a sintese de produtos
quimicos ou farmacéuticos. Quando se trata de Brasil, visto sua riqgueza quanto a
sua diversidade da vegetacdo, as plantas sao consideradas um destaque para o
pais, onde possui cerca de 23% das espécies existentes em todo o planeta (LIMA; et
al., 2010).

A Tabernaemontana catharinensis € uma espécie arborea que possui de 3 a
10 m de altura e pertence a familia Apocynaceae, cujos estudos que envolvem
membros desta familia afirmam que a mesma detém grades quantidades de
alcaloides. Popularmente conhecida como "jasmim", ‘leiteira de Dois Irmaos' e
cobrina (pele de cobra), podendo ser encontrada na Argentina, Uruguai, Paraguai e
até mesmo no Sul do Brasil (PEREIRA et al., 2004).

A utilizacdo na medicina popular pode ser como um antidoto contra dor de
dentes, onde é considerado um 6timo eliminador de verrugas. Os extratos brutos de
suas sementes e folhas, cascas e raizes apresentaram uma alta atividade in vivo, ja
os extratos de folhas em meio alcodlico tem-se efeitos anti-inflamatorios e
analgésicos quando relacionado com o teor da dose aplicada. Existem varios
estudos da Tabermaemontana catharinensis nos quais muitos alcaloides tém sido
isolados (PEREIRA et al., 2004).

Tabernaemontana catharinensis apresenta alcaloides, do tipo inddlicos, que
sdo substancias que derivam do metabolismo do triptofano e se caracterizam por
apresentar o nucleo indol, no qual seria um anel benzénico acoplado a um anel pirrol
ou um derivado. Dentre os alcaloides inddlicos, podemos classificar em cinco
grupos, sendo eles alcaloides inddlicos simples, pirroloindélicos, carbonilicos,
indolmonoterpénicos e ergolinas (NICOLA. C, 2013).

Mesmo que alguns estudos ja tenham sidos realizados quanto as
propriedades farmacolégicas da T. catharinensis (Figura 1), estudos sobre os

compostos bioativos desta, tem se tornado imprescindivel para auxiliar no
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posicionamento e na identificacdo de substéncias bioativas (CAPELIN-IGNOATO,
2012).

Figura 1 - Folhas de Tabernaemonta catharinensis

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

A busca por novos antioxidantes naturais faz com que muitos estudos com
plantas sejam desenvolvidos, estes estudos representam uma alternativa viavel para
a descoberta de novas substancias com potenciais bioativos (NICOLA. C, 2013).
Compostos bioativos podem ser utilizados na industria alimenticia para conservacao
de alimentos.

A oxidacdo de substancias organicas contribui para a reducédo do tempo de
vida de produtos alimenticios nas prateleiras. E de suma importancia que haja a
compreensao dos mecanismos de reacdo e as formas de combate para que a
oxidacdo ndo ocorra, visto que as principais formas da reacdo de oxidacdo em
produtos alimenticios s@o atraves do escurecimento enzimatico e oxidacdo de
lipidios (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Substancias antioxidantes podem se apresentar de forma natural ou entdo
sintética. O antioxidante sintético assume um papel para que se tenha uma
diminuicdo da fase de propagacdo da reacdo de oxidagcdo, mas, entretanto,
apresentam grandes riscos a saude quando estes sdo associados com vasto
consumo. Por outro lado, os antioxidantes naturais podem ser obtidos através da
extracdo de plantas (ANDREO; JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos oriundos de vegetais estao divididos em dois grupos:
os nao flavonoides e os flavondides, onde ambos s&o classificados como

metabdlitos secundarios, sendo que a sua distribuicdo nos vegetais depende de
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véarios fatores como a ordem, familia, fila, bem como a variacdo das espécies. Os
flavonoides apresentam fins bioquimicos e farmacolégicos, dentre estes, verifica-se
as acdes antioxidantes, anti-inflamatéria, além de possuirem efeitos antialérgicos. E
qguando verificados em alimentos estes atuam de forma a diminuir o consumo da
vitamina C, no qual, ndo vai haver a formacédo de radicais livres (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os compostos fendlicos possuem como grupo funcional um grupo hidroxila
ligada ao anel aromético onde variam de moléculas simples como os &cidos
fendlicos (Figura 2 a), para compostos altamente polimerizados, tais como taninos
(Figura 2 b) (BRAVO, 1998).

@ o ) L
HO W—Q—Q—n Y o—mQ—ou
&° ‘ .

Figura 2 - Acido fenélico (a) e Acido tanico (b)
Fonte: Bravo, (1998).

Os flavonoides, por sua vez apresentam uma estrutura quimica descrita como
C6-C3-C6, conforme (figura 3), ja os nao flavonoides sdo descritos e classificados
como: Derivados das estruturas quimica descrita como C6-C1l especificas dos
acidos hidroxi benzoico, gélico e elagico, os derivados das estruturas quimicas C6-
C3 especificas dos &cidos caféico e p-cumarico hidroxi cinamatos e os derivados
das estruturas quimicas C6-C2-C6 especificas do trans resveratrol, cis resveratrol e
trans-resveratrol-glucosidio (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Figura 3 - Estrutura basica de flavondides
Fonte: Bravo, (1998)

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Séo definidos segundo a ANVISA, antioxidantes como substancias que

retardam ou diminuem a velocidade da oxidagdo em alimentos. A diminuicdo da



17

oxidacgdo € baseada através de um ou mais mecanismos, sendo estes, a inibicao de
radicais livres ou a complexacdo de metais (EVANGELISTA, 2009).

Os antioxidantes podem ser obtidos da forma sintética ou natural, para serem
posteriormente utilizados em alimentos aonde devem apresentar seguranga para a
saude. Sado exemplos de antioxidantes sintéticos o hidroxianisol de butila (BHA) e o
hidroxitolueno de butila (BHT), propilgalato (PG) e o terc butil hidroquinona (TBHQ)
(Figura 4) (MESSIAS, 2009).

QH OH
i —CICH,), (CH)LC | C(CH,),
| = C ;
OCH, CH,
BHA BUHT

OH OH
|

HO : LOH C{CH,),

COOC,H. OH
PG TBHQ

Figura 4 - Estrutura dos antioxidantes sintéticos mais utilizados nas industrias.
Fonte: FLEMMING (2011).

Entretanto, estudos mostram que a utilizacdo destes antioxidantes sintéticos
causam grandes efeitos que sao prejudiciais a saude, dentre estes efeitos estdo os
carcinogénicos. Por isso a busca incessante pelos antioxidantes naturais onde da-se
importancia ao acido ascérbico B-caroteno e vitamina E (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

Dentre todos os compostos constituintes de plantas os compostos fenélicos
sao considerados agentes potentes antioxidativos. Estes podem agir como redutores
de oxigénio singleto e sua atuacdo vao estar presentes em reacdes de oxidacéo
lipidica, assim também como na quelacdo de metais. Portanto, compostos
antioxidantes estao presentes em quase todos os tipos de plantas, frutas, sendo que
suas concentracbes mudam conforme a variacdo da espécie Figura 5 (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).
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Iniciacao RH —» Re++H*
Propagagdo R-+ 03 ——» ROO-

ROQ+ + RH —— R+ + ROOH

Terminagdo R+ + Re
Re + ROO- r produtos néo radicais

ROO+ + ROO-—

Figura 5 - Processo oxidativo
Fonte: Carpes, (2008).

3.4 METODOS PARA ANALISES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE.

InUmeras técnicas tém sido utilizadas para as determina¢des das atividades in
vitro, bem como estas técnicas possam permitir uma rapida selecéo de substancias
com um alto valor potencial no qual visa a prevencdo de doengas cronico-
degenerativo. Dentre todos os métodos da-se destaque a quantificacdo dos
compostos fendlicos, os métodos DPPH, ABTS, FRAP e co-oxidacdo do [-
caroteno/acido linoleico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais é baseada nas reacdes de oxi-
reducdo entre os compostos fendlicos e ions metalicos. O método utiliza o regente
de Folin-Ciocalteu, que na presenca de fendis e um meio alcalino reduz o
fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio, resultando em uma coloragcdo azul
(SILVA et al., 2010).

A molécula de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, a-difenil-B-picrilhidrazil conhecida
como DPPH é um radical nitrogénio organico, estavel que possui coloracao violeta e
sua absorcdo maxima fica na faixa de 515-520 nm. Esta molécula se caracteriza
como um radical livre estavel em solugdo de coloragcédo violeta forte. Quando na
presenca de compostos com podera capacidade de doar hidrogénio, havera uma
perda de coloragdo, mudando a coloracdo da solugcéo reativa de violeta para
amarela, conforme a Figura 6 (MOLYNEUX, 2004).
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Figura 6 - Reacao do radical DPPH frente ao composto fendlico e mudanca de coloragéo....
Fonte: Teixeira (2013).

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico),
constitui-se de um dos métodos espectrofotométrico que é aplicado para a medicao
da atividade antioxidante total de substancias puras. Este método baseia-se na
ativacdo de metamioglobina com perdxido de hidrogénio na presenca de ABTS para

produzir um cétion radicalar.(RE et al., 1999)

HO5S S, S SOsH
\C[NF e {Tﬂ
|

CH,CH, CH;CHs

ABTS

+ K;S,05 (potassium persulfate)
HO3S S s SOH| *
C[ = e O =TT
¥ N ~ Koy GO %
CH,CHy CH,CH, CoHs

ABTS *

Figura 7 - Reacéo de oxirreducédo do radical ABTS
Fonte: Rufino (2008).

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), também é um método
muito utilizado entre as analises antioxidantes por ser uma analise que envolve a
reducéo do Fe** a Fe?*. Essa reacéo ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina (TPTZ) e em condi¢cbes acidas, onde ocorre a formagdo de um complexo
corado. Assim este complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe"-TPZ) é reduzido ao

complexo ferroso (Fe'-TPZ) na presenca de um antioxidante (RUFINO et al., 2006).
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Figura 8 - Reducéo do complexo Fe*" a Fe**
Fonte: Rufino (2008).

E por fim o método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico que avalia a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido
linoléico. O método baseia-se na descoloracdo de medidas espectrofotométricas do
B-caroteno alterada devido aos produtos de degradacdo oxidativa do acido linoleico
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os compostos com atividades antimicrobianas como 0s extratos vegetais,
O0leos essenciais ou compostos isolados tais como alcaloides, flavonoides,
diterpenos sao fontes potenciais de compostos bioativos. Medicamentos derivados
de plantas estdo sendo utlizados em todo o mundo, para o tratamento de uma ampla
gama de doencas, incluindo de origem infecciosa por fungos, bactériase infeccdes
causadas por virus (BOLIGON et al., 2014).

Os microrganismos resistentes a agentes antibacterianos tem se tornado um
grande problema mundial. Em resposta a essa resisténcia, a uma procura por novos
compostos com propriedades antibacterianas onde se tem chamado a atencédo das
principais industrias farmacéuticas, juntamente com estudos em universidades
visando isolamento e identificagdo desses compostos (CABRAL, 2008).

Visto que muitos compostos fendlicos podem ter essa acdo antimicrobiana e
também podem estar relacionados a inativacdo das enzimas celulares e mudancas
na permeabilidade das membranas celulares (BELDA-GALBIS, et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.2 METODOS

4.2.1 OBTENGCAO DA MATERIA PRIMA

O material vegetal foi coletado na cidade de Tenente Portela, Rio Grande do Sul.

4.2.2 TRATAMENTO DA AMOSTRA BRUTA DE Tabernaemontana catharinensis.

Foram separadas somente as folhas da amostra bruta de Tabernaemontana
Catharinensis. Posteriormente, o material vegetal foi seco em estufa a 35°C e triturado
em moinho de facas, para que logo apos fosse realizada a extracdo da planta via
delineamento fatorial. A descricAo das atividades realizadas € demonstrada pelo
fluxograma Figura 7.

Extrato Extrato
Etandlico Acetato de Etila

Variagao de Variagao do Tempo Variagao de Variagéio do Tempo
Temperatura 35/65 °C 30/60 min Temperatura 35/65 °C 30/60 min

Fenolicos Fendlicos

Melhor Condigéo
de Extraciao

Atividade Atividade
Antioxidante | Antibacteriana

Figura 9 - Fluxograma das atividades realizadas.

42.3 EXTRAC;AO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FOLHAS DE Tabernaemontana
catharinensis E DELINEAMENTO FATORIAL

Foi utilizado um delineamento fatorial 23, totalizando-se 8 corridas em
triplicada (Tabela 1), para se investigar os efeitos das variaveis solvente (etanol e
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acetato de etila), tempo em minutos (30 e 60 min) e temperatura em graus Celsius
(35 e 65 °C) sobre o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante. As
variaveis independentes foram representadas por X1 o solvente, a variavel X2 a
temperatura de extracédo (°C) e a varidvel X3 é o tempo de extracdo (min) (Tabela 2)
e as variaveis dependentes utilizadas foram a quantificacdo de compostos fendlicos

e a atividade antioxidante através do método do sequestro do radical DPPH.

Tabela 1 - Planejamento Fatorial — niveis das variaveis independentes, tempo, temperatura de
extracdo e tipo de solvente

Ensaios Solvente  Tempo Temperatura
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Tabela 2 - Condi¢cbes e Variaveis

Variavel (-1) (+1)
X1 Razado molar Acetato de etila Etanol
X2 Tempo 30 min 60 min
X3 Temperatura 35 °C 65° C

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada conforme PRADO (2009)
com pequenas modificacdes. Os solventes escolhidos para extracao foram etanol e
acetato de etila. O solvente escolhido se deve principalmente pela facilidade de
manipulagéo, a baixa toxicidade. Na qual, 3 g de folhas moidas foram transferidas
para Erlenmeyers e adicionados 30 mL dos solventes separadamente e submetidos
a agitacdo em Shaker (SL 222) a 120 rpm conforme o delineamento experimental
demonstrado na Tabela 1. Em seguida, os extratos foram transferidos para tubo
Falcon e centrifugados a 500 rpm (Hermle Z 200 A) durante 15 minutos. Na

sequéncia os extratos foram filtrados e armazenados em frascos hermeticamente
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fechados, sob abrigo de luz e em freezer a - 5 °C para posteriores analises. Cada
extracao foi realizada em triplicata, totalizando 24 ensaios.

A melhor condicdo de extracdo foi determinada pela quantificacdo de
compostos fendlicos totais e pela atividade antioxidante pelo método DPPH
expresso em mg de Trolox/g de amostra.

4.2.4 DETERMINACOES DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS METODO
ESPECTROFOTOMETRICO DE FOLIN-CIOCATEAU

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton (1999). No qual uma
aliquota de 0,5 mL de cada amostra foi transferida para tubos de ensaio sendo
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (10%). Ap6s 5 minutos de
repouso da mistura, adicionou-se 2,0 mL de uma solugdo de Na,CO3 (4 %). As
solugdes foram conservadas ao abrigo de luz, a temperatura ambiente e apos 2
horas foram realizadas leituras das absorbancias a 740 nm. Utilizou-se como padrao
de referéncia o acido gélico. Os resultados foram expressos em mg equivalente em
acido galico.g” de amostra (mg GAE.g™') e calculados por meio de uma curva

padrédo construida com concentracdes que variam de 1,25 a 62,5 ug.mL™.

4.2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

A determinacdo e a avaliacdo das atividades antioxidantes serao

desenvolvidas, por diferentes tipos de métodos, sendo eles: pelos métodos x, y e z.

4.2.5.1 ATIVIDADE DE SEQUESTRO DO RADICAL DPPH EXPRESSO EM ECsg
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A atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Williams (1995). Para avaliagdo da atividade
antioxidante, as amostras reagem com o radical estavel DPPH em uma solucéo de
etanol. A mistura de reacdo é constituida da adicdo de 0,5 mL das amostras, 3 mL
de etanol absoluto e 0,3 mL da solucéo do radical DPPH (0,3 mM) em etanol. Mede-
se a reducdo do radical DPPH por meio de um monitoramento continuo do declinio
da absorbancia, em espectrofotometro a 517 nm, em tempo inicial e a cada 20
minutos até valores estaveis de absorcdo. Os resultados foram expressos como
coeficiente de inibicdo (ECsp), ou seja, a quantidade de amostra necessaria para
reduzir o radical DPPH pela metade da concentragdo inicial, no tempo em que
atingiu a estabilidade determinada através de uma cinética de reacdo. A

porcentagem de inibicdo da oxidacao foi calculada pela Equacéo (1):

. o [(Amostra — Abranco)x 100]
%Atividade antioxidante = 100 — Eq.1

Acontrole

Onde:
Aamostra: @bsorbancia da solucdo com amostra e DPPH,;
Abranco: absorbancia da solucdo com amostra sem adicao de DPPH;

Acontrole: @bsorbancia da solucéo referéncia (DPPH e etanol).

4.2.5.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES PELA OXIDACAO ACOPLADA DO BETA-
CAROTENO E ACIDO LINOLEICO

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada do f-
caroteno e do acido linoleico, de acordo com Ahn et al. (2004). Uma solucao de -
caroteno foi preparada com 10 mg de B-caroteno e dissolvidos em 100 mL de
cloroférmio, 3 mL da solucéo foi homogeneizada com 40 mg de acido linoleico e 400
mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi removido com a utilizacdo de uma
corrente de gas nitrogénio, e o residuo obtido redissolvido em 100 mL de agua

aerada por 30 min. Aliquotas de 3 mL da emulsao [-caroteno/acido linoleico foram
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misturadas com 300 uyL dos extratos. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 470 nm, no tempo inicial e em intervalos de 20 minutos durante
2 horas com incubacéo a 50 °C, para a reacdo de oxidacdo. A amostra controle
contém 300 pL de etanol a 80%. Os ensaios foram realizados em triplicata. A
atividade antioxidante é expressa pela porcentagem de inibicdo relativa em relacéo

ao controle depois de 120 min de incubacao, usando a equacao (2):

DRc—DRs
DRc x 100

AA(%) =

Onde: AA representa a atividade antioxidante, DRc a taxa de degradacdo da
amostra controle (In(a/b)/120); DRs a taxa de degradacdo da amostra contento a
substéancia teste (In(a/b)/120); o a absorbancia inicial no tempo 0 e b a absorbancia

depois de 100 min.

4.2.5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS-+

A capacidade de sequestrar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTSe+) foi determinada segundo o método descrito por Re et al.,
1999. O radical ABTSe+ foi gerado a partir da reacado da solugdo aquosa de ABTSe
(7 mM) com 88 uL de persulfato de potassio (140mM), esta solugédo foi mantida ao
abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16 horas. ApGs esse periodo, diluiu-se a
solucéo em etanol até obter absorbancia no comprimento de onda de 700 a 734 nm.
As amostras foram adicionadas a solucdo do ABTSe+ e as leituras realizadas em
espectrofotometro a 734 nm, apds 6 minutos de reacao. Como referéncia utilizou-se
Trolox (6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), um antioxidante
sintético equivalente a vitamina E, nas concentracfes de 0,045 a 0,0015 pmol para a
curva padrao. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pmol
TEAC.g-1 de amostra (TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO —
FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER)
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Para a determinacdo da atividade antioxidante mediante a reducdo do ferro
(FRAP), foi utilizada a metodologia descrita por Kuki¢ et al. (2008). O reagente FRAP
foi preparado no momento da analise, através da mistura de 25 mL de tampéo
acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solu¢cdo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI), e
2,5mL de FeCl; (20 mM), em solugédo aquosa. Uma aliquota de 100 uL das amostras
foram adicionadas a 3 mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria
por 30 minutos. As absorbancias foram medidas apés esse tempo e o
espectrofotometro zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibracdo foi
desenvolvida com sulfato ferroso (200 a 2000 pM), e os resultados expressos em

umol Fe*g™* de amostra.

4.2.6 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O método realizado sera por micro diluicio em placa de 96 pocos de acordo
com a metodologia de CLSI, 2005. Os microorganismos utilizados para a
determinacdo da atividade antimicrobiana serdo: Staphylococcus aureus ATCC-
25923, Salmonella bongori ATCC- 43975. Essas bactérias foram preparadas a partir
de colbnias com 24 horas de incubagdo em meio BHI (Brain heart infusion).

Depois de terem sido feitas as preparacdes bacterianas, as mesmas foram
ressuspendidas em tubos de ensaios contendo soro fisiolégico esterilizado e
ajustado para o valor de absorbancia de 0,135 a 660 nm em espectrofotbmetro o
que equivale a 1-2x10® UFC/mL na escala de Mc Farland, (UFC = Unidade
formadora de colbnias). Com a concentracdo ja ajustada, um volume de 50uL das
suspensdes bacterianas foram inoculadas em 50 mL de caldo BHI devidamente
esterilizado.

Para iniciar o procedimento da reacdo nas placas de 96 pocos, foram
pipetados 190 pL de caldo BHI inoculado, e em seguida adicionado 10 pL dos
extratos, com diversas concentracdes, para entdao incubar em estufa a 37°C por 24
horas. Para confirmacao dos testes, o caldo BHI inoculado foi adicionado na placa
juntamente com etanol 80% v/v, etanol p.a. e o antibiético clorafenicol 0,12% m/v.

Apés passar as 24 horas de incubacgédo, foram adicionados 30 pL do corante

resazurina (0,01% m/v). Nos pocos que houve mudanca na coloracdo, isto é,



27

mudanca de azul para qualquer outra cor, o resultado é negativo, ou seja, houve
crescimento bacteriano jA nos po¢os que a coloragcdo permaneceu inalterada, o

resultado é positivo, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano.

4.2.7 CONCENTRACOES BACTERICIDAS MINIMAS (CBM)

A analise foi realizada com base nos resultados obtidos no teste da CIM, onde
uma aliquota de 10 pL provenientes dos pocos onde ndo houve crescimento
bacteriano, isto é, resultados positivos serdo transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura agar BHI e logo ap6s levado a estufa por 24 horas a 37°C.
A CBM sera considerada a menor concentracao que causou 99,9% de morte celular,

ou seja, sem crescimento bacteriano visivel sobre o agar (CLSI, 2005).

4.2.8 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DAS AMOSTRAS

A técnica de FTIR tem sido amplamente utilizada na identificacdo de varios
compostos em diversas matrizes complexas. Realizou-se a caracterizacdo
espectroscopica da amostra a partir da técnica de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), utilizando o acessorio de Refletancia Atenuada Universal
(Universal Attenuated Total Reflectance UATR), com polarizador ajustavel. As
medidas foram realizadas a partir de 32 varreduras no intervalo de 4000 a 400 cm™
com resolucdo espectral de 4 cm™, em espectrofotdmetro da marca Perkin Elmer
FT-IR Spectrometer Frontier, o Infravermelho pertence a Central de Analises da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR Campus Pato Branco.

4.2.9 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZANDO CLAE
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Os compostos fendlicos foram identificados a partir da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizou-se equipamento
Cromatografo a Liquido VARIAN-900LC, numa coluna C18.

Na otimizacdo da metodologia para separacao e identificacdo de compostos
fendlicos por (CLAE) realizou-se as inje¢coes de 10 uL da mistura dos padrbes, onde
foram utilizados como padrdes caféico, galico, ferulico, cumarico, salicilico, siringico
e vanilico; flavonoides catequina, epicatequina, rutina e o estilbeno resveratrol. E a
composicdo da fase moével foi dgua e metanol acidificado com &cido acético,
temperatura da coluna 31°C e ocorreu na forma de gradiente de polaridade.

Os Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) para cada composto foram
determinados para as diferentes curvas de calibracdo a partir do desvio padréo do
intercepto (S) (coeficiente linear) e da média da inclinacdo da curva de calibracao (b)

(coeficiente angular), conforme as Equacdes 3 e 4 (RIBANI et al.,2004)

« S « S
LD = 3" (3) Eq.(3) LQ = 10" (3) Eq.(4)
O Cromatografo pertence a Central de Andlises da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand — UTFPR Campus Pato Branco.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO

As folhas da Tabernaemontana catharinensis Figura 8, foram secas em estufa
a 35°C e trituradas em um moinho de facas. Em seguida estas foram submetidas a
extracdo dos compostos bioativos segundo o delineamento proposto na Tabela 3. O

delineamento foi realizado a partir de oito ensaios realizados em triplicata.
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Figura 10 - Folhas de Tabernaemontana catharinensis secas e moidas.

Tabela 3 - Condicdes utilizadas no delineamento fatorial 2° para a extrac&o dos compostos
bioativos da Tabernaemontana catharinensis.

Ensaios Solvente Tempo Temperatura
Al Acetato de etila 30 min 35¢°C
A2 Etanol 30 min 35°C
A3 Acetato de etila 60 min 35°C
A4 Etanol 60 min 35°C
A5 Acetato de etila 30 min 65 °C
A6 Etanol 30 min 65 °C
A7 Acetato de etila 60 min 65 °C
A8 Etanol 60 min 65 °C

A Figura 11 é uma demonstracdo dos extratos da folha de Tabernaemontana
catharinenses. Apés a centrifugacdo os extratos obtiveram coloracdo esverdeada e

aspecto homogéneo.

O teor de compostos fendlicos totais (TCF) e atividade antioxidante (AA) nos

respectivos extratos das amostras estao descritos na tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados referentes ao delineamento fatorial para compostos fenélicos e DPPH
determinados em T. catharinensis.

Variaveis Tabernaemontana
catharinensis
Ensaios X1 X2 X3 TCF AA

(min) Q) (mg de EAG/g) (umol de Trolox/g)
Al (-1) Acetato de Etila  (-1) 30 (-1) 35 0,561 + 0,075 18,584 + 0,797139
A2 (+1) Etanol (-1) 30 (-1) 35 0,981 + 0,058 26,833 + 0,637073
A3 (-1) Acetato de Etila (+1) 60 (-1) 35 0,670 + 0,026 21,353 + 0,611991
A4 (+1) Etanol (+1) 60 (-1) 35 1,047 + 0,036 24,800 + 2,159221
A5 (-1) Acetato de Etila  (-1) 30 (+1) 65 0,759 + 0,043 19,727 + 1,200721
A6 (+1) Etanol (-1) 30 (+1) 65 1,294 + 0,129 27,068 + 1,150148
A7 (-1) Acetato de Etila  (+1)60  (+1) 65 1,070 + 0,066 20,705 + 0,889887
A8 (+1) Etanol (+1)60  (+1) 65 2,027 + 0,312 31,959 + 2,038619

Médias + desvio padrdo. Ensaios Al a A8 — combinagéo de solventes, tempo e temperatura; X1, variavel solvente, (-1) Acetato
de etila (+1) Etanol; X2: variavel tempo (min), (-1) 30 min (+1) 60 min; X3: variavel temperatura (°C), (-1) 35°C (+1) 65°C; TCF:
Teor de compostos fenolicos totais; AA: Atividade antioxidante pelo método sequestro do radical DPPH; EAG: equivalente em

acido gélico., n = 3.

A média total do teor de compostos fenodlicos (TCF) nos extratos de T.
catharinensis variou de 0,561 a 2,027 mg de EAG/g (EAG: Equivalente em acido
galico) de amostra e atividade antioxidante (AA) de 18,584 a 31,959 umol de
Trolox/g de amostra. O menor teor de TCF foi encontrado no ensaio Al (Acetato de
Etila, 35°C, 30 min) j& o maior teor de TCF nas amostras de T. catharinensis foi
encontrado no ensaio A8, o mesmo ocorreu com a Atividade antioxidante pelo
meétodo sequestro do radical DPPH (AA), conforme pode ser observado pela Tabela
4.

Avaliando os ensaios, € possivel observar que os ensaios, utilizando o etanol,
e um tempo de 60 minutos de extracao e 65 °C apresentou os melhores resultados.
Estudos ja realizados indicaram que os compostos fendlicos sdo muito mais sollveis
em solventes organicos menos polares do que a agua. E que para o material vegetal
tenha uma extracdo eficaz, este vai depender de uma escolha apropriada do
solvente, altas temperaturas e agitacdo mecanica, para que se maximize a obtencéo
dos compostos fendélicos (MATTOS, 2013).

Segundo (MELO, 2012) estudando o extrato etandlico de Tabernaemontana
solanifolia obtiveram como resposta para os teores de compostos fendlicos 86,86
mg/g, os resultados obtidos neste estudo foram inferiores ao encontrado pelo autor,
porém se torna dificil a comparacdo, pois as condicdes de extragdo foram bem

diferentes quando comparadas com este trabalho. Bem como a determinacéo dos
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compostos é feita pelo método colorimétrico com o reagente de Folin-Ciocalteau e
uma das suas limitacbes é por se tratar do fato de que alguns compostos mesmo
nao sendo fendlicos podem reagir e assim nos forneceria teores de compostos
superestimados (MELO, 2012).

Ja a atividade antioxidante do extrato de Tabernaemontana catharinensis
difere ao do observado por Nicola (2013), onde o teor de atividade antioxidante varia
de 37,18 a 249,61 ug/mL. Istopode ter ocorrido devido ao fato de que a extracéo

ocorreu de maneira diferente das realizadas neste estudo.



5.2 ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)

Tabela 5 - Andlise de Variancia (ANOVA) para as variaveis dependentes compostos fenélicos e DPPH em extratos de folhas de Tabernaemontana catharinensis.

Planta: T. catharinensis Planta: T. catharinensis
Variavel dependente: Compostos fendlicos Variavel dependente: DPPH
Fatores — —
Soma dos G.L Média dos F-calculado p-valor Soma dos Média dos F-calculado p-valor
Quadrados T Quadrados Quadrados T Quadrados
Solvente (X1) 1,961617 1 1,961617 97,14499 0,000000 287,0970 1 287,0970 62,50200 0,000000
Temperatura (X2) 1,341144 1 1,341144 66,41738 0,000000 41,4383 1 41,4383 9,02126 0,007994
Tempo (X3) 0,556078 1 0,556078 27,53860 0,000065 5,9481 1 5,9481 1,29492 0,270927
X1;X2 0,181935 1 0,181935 9,00993 0,008026 33,9959 1 33,9959 7,40103 0,014539
X1;X3 0,054017 1 0,054017 2,67508 0,120309 4,6218 1 4,6218 1,00618 0,329885
X2;X3 0,282491 1 0,282491 13,98976 0,001629 22,5506 1 22,5506 4,90934 0,040648
Residuo 0,343275 17 0,020193 78,0879 17 4,5934
Total 4,720557 23 473,7396 23

G.L. = Graus de liberdade; Resultados em negrito referem-se as diferengas significativas (p<0,05);

Tabela 6 - Efeito das variaveis independentes do planejamento fatorial para as respostas dos compostos fenélicos e DPPH.

Fatores Pl.ja’nta: Tabernaemontana Catharinepsis Planta: th?ernaemontana catharinensis
Variavel dependente: Compostos fenolicos Variavel dependente: DPPH
Efeito E:j;léiug t(17) p-valor Coeficientes Erro Padrédo Efeito  Desvio Padrédo t(17) p-valor Coeficientes  Erro Padrao

Média 1,051067 0,029006 36,23589 0,000000 1,051067 0,029006  23,55083 0,437484 53,83250 0,000000 23,55083 0,437484
Solvente (X1) 0,571783 0,058012 9,85622 0,000000 0,285892 0,029006  6,91733 0,874967 7,90582  0,000000 3,45867 0,437484
Tem{’g‘;‘t“ra 0472783 0,058012 8,14969 0,000000  0,236392  0,029006  2,62800  0,874967  3,00354 0,007994  1,31400 0,437484
Tempo (X3) 0,304433 0,058012 5,24772 0,000065 0,152217 0,029006 0,99567 0,874967 1,13795  0,270927 0,49783 0,437484

X1;X2 0,174133 0,058012 3,00165 0,008026 0,087067 0,029006 2,38033 0,874967 2,72048  0,014539 1,19017 0,437484

X1;X3 0,094883 0,058012 1,63557 0,120309 0,047442 0,029006 -0,87767 0,874967 -1,00309 0,329885 -0,43883 0,437484

X2;X3 0,216983 0,058012 3,74029 0,001629 0,108492 0,029006 1,93867 0,874967 2,21570  0,040648 0,96933 0,437484
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A andlise da superficie de resposta foi realizada sobre os dados do
delineamento fatorial 23, tendo como fatores, tipo de solvente, tempo e temperatura
de extracdo. Os efeitos de cada variavel independente foram analisados pelo teste t
e por andlise de variancia (ANOVA). A Tabela 5 mostra a analise de variancia
(ANOVA) utilizada para validacéo estatistica e verificagdo do modelo, onde através
desta € possivel verificar que a grande maioria dos casos os efeitos dos fatores
sobre as variaveis dependentes foram significativos.

Os fatores tipo de solvente, temperatura e tempo de extracdo foram
significativos para a resposta Compostos fendlicos, assim como as intera¢des tipo
de solvente com a temperatura e entre a temperatura e tempo.

A partir da probabilidade de significancia (p-valor) Tabela 6, é possivel
verificar, que todos os valores de cada efeito acima explicitado menores que 0,05,
mostrando que sao significativos.

Ja o teste F também pode ser utilizado para a verificacdo da significancia dos
efeitos dos fatores sobre as respostas. A menor razdo encontrada na analise de
variancia para os compostos fendlicos foi de 9,0099 ja para a atividade antioxidante
DPPH foi de 4,90934. Estes resultados mostram que os dados foram
adequadamente ajustados aos modelos lineares, pois 0 Fcajculado™ Ftabelado.

Os efeitos de cada variavel independente foram calculados pela andlise de
variancia e exemplificados pelo grafico de Pareto, conforme pode ser observado

pela Figura 12.
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(G B)

X1 9,856216 X1 / 7,905821
X2 / 8,149686 X2 / 3,003541

X3 / 5247723 X1;X3 2,720483

X2;X3 // 3,740288 X2;X3 / 2,215702

X1;X2 / 3,001654 X3 1,137947
X1;X3 1,635568 X1;X3 -1,00309
p=,05 p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 12 - Grafico de Pareto para T. catharinensis e variaveis dependentes: teor de compostos fendlicos (A) e atividade antioxidante (B); X1: Solvente; X2: tempo;
X3: temperatura. X1;X2;Xs: interagéo entre as variaveis. A linha em vermelho destaca o nivel de corte para a significancia.
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Através do grafico de Pareto conclui-se que os efeitos significativos para T.
catharinensis em relacdo aos teores de compostos fendlicos tiveram um efeito
positivo e significativo nas variaveis solvente, temperatura, tempo e na interacao
temperatura e tempo, solvente e temperatura.

J& os efeitos significativos em relagdo a atividade antioxidante foram positivos
para o tipo de solvente, temperatura e para as interacdes solvente e tempo, e
temperatura e tempo. E ao passo que para a variavel tempo, esta apresentou um

efeito negativo sobre a atividade antioxante.

Tabela 7 - Modelos gerados por regresséo linear multipla para as variaveis dependentes,
compostos fenolicos e DPPH em func¢éo dos fatores; solvente, tempo e temperatura.

Coeficiente de
Equagéo Modelo Gerado .
Correlagéo (R?)

. TCCF = 1,051067 + 0,285892 + 0,236392 + 0,152217 + 0.92728
0,087067X1X2 + 0,108492X2X3 '

TCDPPH = 23,55083 + 3,45867 + 1,31400 + 1,19017X1X2 +
6 0,83517
0,96933X2X3

TCCF: Tabernaemontana catharinensis / Reposta: Compostos fendlicos;
TCDPPH: T. catharinensis / Reposta: DPPH. X1 solvente; X2 tempo; X3 temperatura.

Neste trabalho foi possivel observar os altos coeficientes de correlagdo dos
modelos lineares, o que indica um bom ajuste dos dados aos modelos propostos. Os
coeficientes de variacdo se apresentaram na faixa entre de 0,83517 e 0,92728, o
gue denota que 83% a 92% das variacdes dos dados podem ser explicadas pelos
modelos em cada caso analisado. O modelo de regresséo linear multipla pode gerar
superficies de resposta. As superficies de resposta das variaveis repostas DPPH,
teores de compostos fendlicos totais, em funcédo dos fatores tempo, temperatura e

tipo de solvente podem ser vistos nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Gréafico de Superficie referente a respos

solvente e temperatura; (B) solvente e tempo; (C) temperatura e tempo.
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Figura 14 - Gréafico de Superficie referente a resposta Atividade antioxidante em funcgéo dos fatores:
(D) solvente e temperatura; (E) solvente e tempo.

Observando as superficies de resposta para o extrato das folhas de T.
catharinensis Figura 13 el4, percebe-se um aumento dos teores de compostos
fendlicos quando foi utilizado o tempo de extracdo de 60 minutos, temperatura de
60°C e utilizando-se etanol como solvente extrator conforme as Figuras 13A, 13B,
13C. Constatou-se também que os melhores niveis para a atividade antioxidante
pelo método DPPH foram determinados nas seguintes condi¢cfes: temperatura de 60
°C, tempo de extracdo de 60 minutos e utilizando-se etanol com solvente extrator
conforme as Figuras 14D, 14E.
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5.3 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES PARA A MELHOR CONDICAO DE EXTRACAO

As atividades antioxidantes do extrato etandlico de folhas de T. catharinensis,
estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividade Antioxidantes das folhas de T. catharinensis

Atividades Antioxidantes Tabernaemontana catharinensis
Compostos Fendlicos 23,34 mg de EAG/g™
DPPH 34,26 pmol de Trolox
FRAP 24,13 umol Fe**
ABTS 12,57 umol Trolox
B-Caroteno 78,85 AA (%)

Segundo SHEN et al. (2016) estudando cevada preta encontrou valores
inferiores quanto aos compostos fendlicos quando comparado com os valores
encontrados neste estudo. Ja para MELO (2012) estudando o extrato etandlico de
Tabernaemontana solanifolia a atividade antioxidante DPPH apresentou um
resultado superior ao encontrado neste estudo. MELO (2012) descreve também
sobre a atividade [B-caroteno, na qual os resultados encontrados em seu estudo
foram superiores ao encontrado neste trabalho. As atividades FRAP e ABTS
determinadas neste estudo foram inferiores ao encontrado por ROCKENBACH
(2008), que utilizou extratos de bagaco de uva (Vitis vinifera). Porem é dificil fazer
uma comparacédo direta entre esses outros etudos, pois os métodos de extracdo se
diferem de autor para autor. Mas de qualquer formaos extratos de folhas de T.
catharinensis apresentou valores satisfatérios quanto aos teores de compostos

antioxidantes, o que confirma sua alta disponibilidade de compostos bioativos.
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5.4 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA

As andlises de CIM e CBM foram desenvolvidas com diferentes
concentracbes do extrato de folhas de T. catharinensis. Os resultados estédo
apresentados na (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida minima (CBM) do
extrato etanodlico de folhas de Tabernaemontana catharinensis.

Tabernaemontana catharinensis

Staphylococcus aureus Salmonella bongori
T
CIM (mg.mL ") >5 0,125 a 0,062
-1
CBM (mg.mL™) 5 S5

Concentracdes testadas do extrato: 5 a 0,005mg.mL™,

Nas concentracdes de 0,125 a 0,062 mg.mL™ ocorreu inibicdo minima no
crescimento da bactéria Salmonella bongori, 0 que pode ser visualizado na (Figura
15 A) através do pogo Dsss. O mesmo ndo ocorreu para a bactéria Staphylococcus
aureus (Figura 15 B), frente ao qual o extrato ndo apresentou acao inibitéria minima.
Para estes bioensaios foram utilizados como controle o antibiético clorofenicol
(pogos Gusg), 0 qual apresentou inibicdo confirmada pela intensidade da coloracdo
azul, caracteristica da inibicdo bactericida, e 0 solvente extrator etanol (pocos Gi23),

evidenciando que o solvente néo interferiu na analise.

- 099 900 ©0© - 999 000 e
1 2 3 4 5 6 7 8 o > C S S LA 1 )

(A) (B)
Figura 15 - Microplacas de 96 pocos para a analise de CIM frente os microrgaismos Salmonella
bongori (A) e Staphylococcus aureus (B) ap6s 24 horas de incubacéao.
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Portanto, a partir da analise CIM verificou-se que a planta apresentou acao
inibitéria minima constatada a partir da mudanca da coloracdo quando testadas
sobre a bactéria Salmonella bongori e para a bactéria Staphylococcus aureus o
mesmo nao ocorreu.

Melo (2012) trabalhou com extrato bruto e fracdes de Tabernaemontana
solanifolia e avaliou o potencial antibacteriano frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Neste trabalho foi
verifiado que o extrato bruto e suas fracdes de T. solanifolia apresentaram inibic&o
nas concentracdes de 1 a 2 mg.mL™. No presente estudo, o extrato bruto de
Tabernaemontana catharinensis tendo como solvente etanol necessitou de uma
concentrac8o0 menor para apresentar potencial antibacteriano sobre a bactéria
Salmonella bongori, destacando assim sua atividade antibacteriana.

A acdo inibitoria dos extratos de T. catharinensis sobre a bactéria Salmonella
bongori pode estar atribuida a composi¢cao quimica do extrato devido a presenca de
alcaloides, terpenos e compostos fendlicos nesta espécie (SILVA, 2010; MELO,
2012).

Para a andlise de CBM o extrato ndo apresentou poder bactericida na faixa
das concentracdes testadas frente aos microrganismos Salmonella bongori e
Staphylococcus aureus.

Os resultados deste estudo apresentaram padrées diferentes do encontrado
por Gindri et al. (2011) que avaliaram potencial antibacteriano do extrato bruto
particionado com os solventes, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Este
autor ainda demonstrou que o0s extratos de Tabernaemontana catharinensis
indicaram potencial antimicrobiano perante aos microrganismos gram-positivos e

gram-negativos.

5.5 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPIA DA AMOSTRA

A técnica de IV-TF (infravermelho com transformada de Fourier) permite inferir
sobre os grupos funcionais presentes nas amostras, que apesar de serem misturas
complexas pode-se identificar os grupos devido aos picos caracteristicos presentes,

tais como hidroxilas, carbonos com duplas ligagdes entre outros. O espectro de V-
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TF da amostra esté representado na figura 16 e suas atribuicbes das bandas de

absorcao estéo representados na tabela 10.
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Figura 16 - Espectro de IV-TF da amostra
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Tabela 10 - Atribui¢cbes aos picos obtidos no espectro de IV-TF.

Regido do IV (cm™) Atribuicées’
3335 Estiramento de ligacdo O-H
2919/2850/1454/1254/1365 Estiramento de ligagdo C-H
1613 Deformacéo da ligacéo dupla C=C
1045 Estiramento da ligacdo C-O
662/588 Deformacdo da ligagao dupla C-H

* MELO (2012)

A utilizacdo de espectroscopia na regiao do infravermelho é importante, pois
auxilia como uma analise prévia para determinar a composi¢cdo quimica da amostra
investigada, apontando seus principais constituintes moleculares e contribuindo

assim para uma posterior elucidacao desses compostos.



42

5.6 IDENTIFICACAO/QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

5
mualLl

mALl
y

=
LA

Figura 17 — Cromatograma de T. catharinensis: 1. catequina, 2. 4cido vanilico, 3. rutina 4. &cido
caféico, 5. miricetina 6. 4cido salicilico

Os perfis obtidos por CLAE das amostras demonstraram similaridade,
conforme Figura 17. E possivel observar pela Tabela 11, que dos 11 compostos
presentes na mistura padréo, apenas 6 sinais foram observados.

Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos de interesse
segue-se condicbes do detector de absorcdo na regido do Ultravioleta, para as
curvas de calibracdo e das amostras, foi utilizado o detector de varredura
ultravioleta-visivel na faixa de 240 a 400 nm, bem como os cromatogramas foram
obtidos em quatro diferentes comprimentos de onda, visto que os comprimentos de
onda é especifico para cada grupo de compostos: Como 280 nm, para derivados
dos acidos hidroxibenzoicos (acido galico e acido vanilico) e para catequina e
epicatequina (flavandis) (TOALDO et al., 2015) 300 nm, para acido p-cumarico,

acido salicilico e o resveratrol (estilbeno) (VAN LEEUW et al., 2014); 320 nm, para
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derivados dos acidos hidroxicindmicos(acidos caféico e ferulico) (TOALDO et al.,
2015); e por fim 360 nm, para os flavondis, rutina, quercetina e miricetina
(WIINGAARD; BRUNTON, 2010).

Tabela 11 - Quantificacdo dos compostos fendlicos por HPLC na melhor condicdo de extracao

de T.cathariensis.

Compostos Retengao
Fendlicos (min)

Acido Vanilico 14,76 280 y =0,3056x - 0,0735 09726 0,721 2,405 7,160

Teor

~ 2
A (nm) Equagéo R LD Q' (mg/100g)

Acido Cafeico 24,89 320 y =0,4095x + 1,3221 0,9954 9,686 32,286 46,455
Rutina 24,75 360 y =0,4000x - 2,2577 0,9622 16,933 56,442 57,154
Catequina 12,01 280 y =0,1032x - 0,1105 0,9965 0,321 1,071 31,822
Acido Salicilico 26,87 300 y =0,0297x + 0,0978 0,6757 9,879 32,929 135,273

Miricetina 25,56 360 y =0,0282x - 0,1747 0,956 18,585 61,950 134,667

LD: Limite de detecgdo em mg.mL™, LQ: Limite de quantificacdo em mg.mL™.

Segundo (MORAIS et al., 2005) estudando os extrasod de Cajazeira verificou
gue a planta tinha potencial contra o virus Coxsakii B e Herpes Simplex | devido a
atuacdo de alguns compostos, entre eles dois ésteres do acido cafeico. Segundo
(LOPES et al., 2005) mostra que em seu estudo, flavonoides como a rutina e a
catequina tém capacidade antioxidante, devida a interacdo flavonoide e proteinas e
gue quando adicionadas a dieta alimentar melhoram o bom funcionamento do
corpo., isto comprova que a planta T. catharinensis apresenta compostos que
podem atuar para melhorar a saide do homem, fazendo desta uma planta com
grande capacidade antioxidante bem como detentora de varios compostos quimicos
que podem atuar contra varios tipos de doencas.

Os resultados deste estudo corroboram com o trabalho realizado por Melo
(2012), que estudou a Tabernaemontana solanifolia onde o perfil cromatografico dos

extratos foi encontrado os mesmos compostos detectados neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Ao final deste estudo, pode-se concluir que através do deliniamento fatorial a
melhor condicdo de extracdo de compostos bioativos em folhas de T. catharinensis
ocorreu em 30 min, 65 °C e tendo como solvente extrator o etanol. O extrato
apresentou-se com alto teor de compostos fendlicos bem como atividade
antioxidante.

Por meio do estudo da T. catharinensis pode-se comprovar também a
eficiéncia da atividade inibitoria do extrato etandlico frente ao microrganismo gram-
negativo Salmonella bongori, entretanto 0 mesmo nas concentragdes estudadas néo
apresentou inibicdo frente ao microrganismo gram-positivo Staphylococcus aureus.

E através da caracterizacdo pelo Infravermelho (FTIR) e pela identificacdo e
guantificacdo por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), pode-se mensurar
e determinar quais componentes quimicos estdo presentes no extrato.

Portanto, o estudo quimico das folhas de T. catharinensis foi de grande
relevancia para o conhecimento do perfil quimico da espécie, uma vez que, pode-se
correlacionar com o bom potencial farmacolégico in vitro apresentado pela espécie.
Pportanto, este estudo inédito, contribui também para o0 conhecimento

guimiotaxondmico do género Tabernaemontana e da familia Apocynaceae.
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