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Bastos, Eduardo Muniz Santana. Isolamento, purificagdo e caracterizagcéo de
compostos ativos de extratos antimicrobianos de Jatropha curcas L. 96 f. Dis-
sertacao (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia. Instituto de Ciéncias da
Saude, 2014.

RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta oleaginosa, arbustiva, da
familia das Euforbiaceas, utilizada na medicina popular para o tratamento de
diversas enfermidades. Dados da literatura mostram atividades farmacolégicas
relevantes associadas a diferentes partes da planta, tais como: cicatrizante;
hipoglicemiante; hemostatico; larvicida, anticancerigeno e antimicrobiano. Por
outro lado, a Jatropha curcas L., tem sido apontada como uma importante al-
ternativa para a producao de biodiesel pelo seu alto teor de 6leo, sua possibili-
dade de cultivo em ambientes desfavoraveis e por ndo competir com a industria
de alimentos. Considerando a possibilidade do incentivo ao seu plantio em
consonancia com a Politica Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB),
torna-se evidente que o aproveitamento da biomassa residual gerada na extra-
cao do dleo, além de tornar sustentavel a cadeia produtiva do biodiesel, pode
possibilitar a elaboracdo de produtos medicinais Uteis para a sociedade. Neste
trabalho, objetiva avaliar a atividade antibacteriana de extratos de folhas de
Jatropha curcas L., e de suas fragdes, contra bactérias Gram-positivas. O fra-
cionamento do extrato hidroalcodlico bruto foi realizado pela Cromatografia Li-
quida de Alta Eficiéncia (CLAE), e testado em ensaio qualitativo, teste do disco,
que demonstrou atividade antibacteriana contra o género Staphylococcus.
Dessa forma, os dados obtidos sdo importantes, pois direcionam a identificagcao
da substancia bioativa antibacteriana presente no extrato de folhas de Jatropha
curcas L. que contribuem para o desenvolvimento de novos produtos farmacéu-
ticos além de agregar valor ao vegetal.

Palavras chave: antibacterianos, bactérias, Jatropha curcas L.



Bastos, Eduardo Santana Muniz. Isolation, purification and characterization of
antimicrobial active compounds extracts of Jatropha curcas L. 96 f. Thesis
(Master) - Federal University of Bahia. Institute of Health Sciences, 2014.

ABSTRACT

The pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), is an oilseed plant, shrub, the family of
Euphorbiaceae, used in folk medicine to treat various diseases. Literature data
show relevant pharmacological activities associated with different parts of the
plant, such as healing; hypoglycemic; hemostatic; larvicide, anticancer and an-
timicrobial. Moreover, Jatropha curcas L., has been identified as an important
alter-native for biodiesel production for its high oil content, a possibility of grow-
ing in harsh environments and not compete with the food industry. Considering
the possibility of encouraging its cultivation in line with the National Policy on
Production and Use of Biodiesel (NPPB), it becomes clear that the use of resid-
ual biomass generated in the extraction of oil, in addition to making a sustaina-
ble biodiesel production chain, may enable the development of useful medicinal
products for society. This work aimed to evaluate the antibacterial activity of
extracts of leaves of Jafropha curcas L., and its fractions against Gram - posi-
tive bacteria. Fractionation of the crude hydroalcoholic extract was performed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and tested in qualitative
assay, test disc, which showed antibacterial activity against Staphylococcus.
Thus, the obtained data are important because they guide the identification of
bioactive antibacterial substance present in the leaf extract of Jatropha curcas
L. contributing to the development of new pharmaceutical products as well as
adding value to the plant.

Keywords: antibacterial; bacteria; and Jatropha curcas L.



1. INTRODUCAO

Plantas foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados ao longo da histéria da
humanidade (LACERDA, 2008). Seu uso surgiu a partir da prépria necessidade
humana, e vem sendo praticado e transmitido de geragbes em geragdes
(LORENZI & MATOS, 2002). As plantas ndo apenas proporcionam alimentos
saborosos, mas também toda a classe de remédios para a recuperagdo ou
conservacao da saude (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

No Brasil, a utlizacdo de plantas no tratamento de doencas apresenta
fundamental influéncia da cultura indigena, africana e, naturalmente, européia
(DEAN, 1996). No entanto, milhares de plantas medicinais ainda ndo foram
estudadas cientificamente dos pontos de vista farmacolégico, biolégico ou clinico
(YUNES; CALIXTO, 2001). Varias pesquisas tém sido desenvolvidas com éxito
baseadas, principalmente nas propriedades antimicrobiana e antinflamatérias de
plantas conhecidas na terapéutica popular (ZACCHINO; CALIXTO; YUNES,
2003).

Nas ultimas décadas, o uso nao racional de antimicrobianos determinou o
surgimento de cepas de micro-organismos multirresistentes a drogas,
impulsionando comunidade cientifica a pesquisar vegetais utilizados na medicina
popular, para o tratamento de infeccbes que contribuem para a descoberta de
novos agentes antimicrobianos (FENNER et al., 2006; MACIEL et al., 2002,
SOUZA et al.,2003). Entre as numerosas espécies que fazem parte do arsenal de
plantas com propriedades terapéuticas, encontra-se o Pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.). Espécie da familia das Euforbiaceas, encontrada no mundo em toda
regiao tropical como arbustos e como cercas vivas, sendo que sua utilizagdo
principal relatada tem sido a partir das sementes, pois estas contém grande
quantidade de dleo armazenado (SEVERINO et al., 2006).

A Jatropha curcas L. é uma oleaginosa que esta sendo cogitada como potencial
fonte de 6leo para a producdo de biodiesel, contribuindo no aspecto industrial,
econdmico, ambiental e social, no mundo atual (BERCHMANS; HIRATA, 2008).

Além disso, o pinhdo-manso €& muito empregado pela cultura popular no

16



tratamento de doengas de pele e possui algumas de suas atividades
farmacolégicas comprovadas em estudos laboratoriais (SANTOS; SANT ANA,
1999). Nas analises clinicas sao, relatadas a importancia do latex de pinhao-
manso na terapéutica como hemostatico (OSONIYI & ONAJOBI, 2003); o extrato
bruto alcodlico de frutos é relatado como cicatrizante (SHETTY et al., 2006); e
como hipoglicemiante (RAU et al., 2006); a curcina, proteina téxica presente
principalmente nas sementes, tem sido relatada como agente antitumoral
(MUANGMAN et al., 2005).

Uma vez que os estudos sobre o pinh&o-manso sdo escassos devido a sua
exploragdo ser recente, o presente trabalho objetiva avaliar a atividade
antibacteriana de extrato metandlico de folhas e suas fragbes de Jatropha curcas
L. (BERCHMANS; HIRATA, 2008). Assim, o uso de vegetais como o pinh&o-
manso, podera servir como base para o desenvolvimento de moléculas sintéticas
apropriadas para a produgao de antimicrobianos efetivos e mais seletivos, que
contribuam para a redugdo de efeitos colaterais e indesejaveis ao hospedeiro,
além de diminuir a selecao de cepas resistentes provenientes do uso nao racional

de antibidticos.

Nesta perspectiva, a descoberta de novos compostos bioativos de agao
antibacteriana, a partir de fontes naturais, incluindo plantas que sao pouco
estudadas, devera estimular o desenvolvimento de tecnologias (patentes)
pertinentes a exploragdo, ambientalmente sustentavel para uso bioenergético e
farmacoldgico, na descoberta de compostos candidatos para o desenvolvimento

de novos antibidticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etnobotanica

Em toda a histéria do conhecimento cientifico a relagao entre recursos a base de
plantas e populagbes humanas foi sempre relatada. No entanto, a pouco mais de
um século, o termo etnobotéanica referia-se, inicialmente, a povos primitivos como
os aborigenes (LACERDA, 2008). Durante muito tempo, a etnobotanica levou
apenas em consideracao os aspectos especificos do uso de plantas por
indigenas, passando posteriormente a dedicar-se a pesquisa entre outros grupos
humanos (ALMEIDA, 1993). Atualmente, a etnobotanica é conceituada como
sendo especialidade cientifica que se ocupa da interrelacdo entre plantas e
populagdes humanas. A etnobotdnica vem ganhando importancia pelas suas

implicagdes ideoldgicas, bioldgicas, ecoldgicas e filoséficas (AMOROZO, 1996).

O estudo etnobotanico, no mundo contemporaneo, tornou-se um dos caminhos
alternativos que mais evoluiu nos ultimos anos para a descoberta de produtos
naturais bioativos (ALBUQUERQUE et al., 2011). Neste contexto, a pesquisa e
desenvolvimento do uso dos vegetais, no que diz respeito a etnobotéanica,
baseiam-se na dualidade do conhecimento entre dois diferentes eixos
disciplinares, os seres humanos e as plantas (GUARIN NETO; SANTANA;
BEZERRA, 2000). Segundo Amorozo (1996), a etnobotanica busca captar as
diferentes dimensdes da relagdo de grupos humanos com as plantas, incluindo
aspectos objetivos como o manejo do ambiente, a utilizagdo e domesticagédo de
plantas e os aspectos mais subjetivos, como a forma como as pessoas pensam e

percebem o ambiente.

Desta forma, muitas comunidades possuem sistemas préprios de manegjo,
resultado da experiéncia acumulada, historicamente, da sua relagcdo com os
recursos naturais, o que viabiliza a subsisténcia com um prejuizo ambiental
minimo (ALBUQUERQUE, 1997; ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002) Neste
aspecto, a etnobotanica é organizada através de dois fatores importantes: a

coleta e a utilizacdo medicinal das plantas. No primeiro fator, estdo implicados o
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estudo da regido, estagio de desenvolvimento do vegetal, época do ano e
procedimentos especiais como a preparagao de exsicatas (GUARIM NETO et al.,
2000). No segundo fator sdo analisados outros parametros de investigagdes para
a selecao de espécies vegetais como abordagem randémica, abordagem
guimiotaxondémica ou filogenética e até mesmo a abordagem etnofarmacoldgica
(ALEXIADES, 1996).

Entre os principais métodos citados na literatura, Prance (1991) ressalta a
importancia de se realizar estudos etnobotanicos ndo s6 entre povos indigenas,
remanescentes de quilombos, como também de populagdes rurais tradicionais.
Estes grupos populacionais, muitas vezes, guardam herangas de conhecimentos
e procedimentos relativos ao uso de plantas oriundas de geragdes de povos ha
muito tempo extintos (AMOROZO, 1996). Segundo Simbes e colaboradores
(1998), muitas tribos indigenas e culturas na Africa tém as plantas como base de
conhecimento para fins terapéuticos, que é transferido na unidade familiar de

forma empirica e posteriormente dentro das comunidades (FRATKIN, 1996).

No Brasil, a utilizagdo popular de plantas medicinais com fins terapéuticos e em
rituais religiosos provem de diferentes origens e culturas tradicionais, decorrentes
da colonizagdo pelo europeu, da imigracdo de populagdes africanas e do
conhecimento tradicional indigena (GOMES; DANTAS; CATAO, 2008). O
conhecimento empirico quanto ao uso de vegetais pode servir para propiciar
novos usos de plantas conhecidas e, até entdo nao utilizadas, além de novas
fontes de formulas conhecidas e necessarias para o tratamento de enfermidades
que acometem a humanidade, animais e até mesmo vegetais (KUNWAR et al.,
2006).

A Organizagado Mundial de Saude (WHO) afirma que cerca de 80% da populagéo
mundial usa a medicina tradicional em cuidados primarios de saude (WHO, 2002).
O conhecimento empirico dessas populagdes propiciou ao longo dos anos a
preservagao da cultura e descoberta de novas drogas a partir de vegetais
(GOMES; DANTAS; CATAQ, 2008). O interessante é que o uso de plantas na
medicina popular em paises relativamente pobres torna-se uma pratica mais
acessivel e, em determinadas situagdes, é a unica forma de tratamento disponivel
(REVENE; BUSSMANN; SHARON, 2008). Nas regides mais pobres do pais e
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periferias de grandes cidades brasileiras, as plantas sdo vendidas em mercados
de rua e feiras livres e encontradas nos quintais de residéncias (MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002).

2.2 Etnofarmacologia

O uso de plantas para tratar e curar doengas € tdo antigo quanto a espécie
humana (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002). Para tanto, as plantas medicinais
possuem compostos quimicos bioativos produzidos durante o metabolismo da
planta que lhe conferem a acado terapéutica (WAGNER; WISENAUER, 2006).
Uma das maneiras de triagem de vegetais com propriedades terapéuticas mais
comuns € estudo da medicina tradicional e/ou popular em diferentes culturas,
conhecida como etnofarmacologia (BALUNAS; KINGHORN, 2005). Estratégias de
busca de medicamentos com base na etnofarmacologia tém sido aplicadas no
tratamento e cura de diferentes doencas, tais como o cancer (WAGNER;
WISENAUER, 2006).

A Etnofarmacologia foi definida durante muito tempo como a exploragao
interdisciplinar, cientifica de agentes biolégicos ativos tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem (HOLMSTEDT, 1983). Segundo Etkin e
Elisabetsky (2005), a definicdo sobre a etnofarmacologia, compreende a jungao
de duas palavras: etno-(cultura, ou de pessoas) farmaco (droga) importantes para
a etnografia médica e da biologia de acao terapéutica (AMOROZO, 1996). Sendo
assim, com base nas definigées anteriores, etnofarmacologia pode ser visto como
o estudo dos produtos naturais tradicionais de acordo com as partes do vegetal
usadas biologicamente de agdes terapéuticas definidas em diferentes culturas ou
grupos étnicos (HOLMSTEDT, 1983).

Para as investigagbes etnofarmacoldgicas experimentais ou clinicas, o ponto de
partida proeminente € entender quem usa a medicina popular e como os
estudiosos podem obter informacdes valiosas a respeito do uso para a seleg¢ao de
plantas medicinais na pesquisa mais aprofundada (ELISABETSKY, 2002). A

estratégia principal da etnofarmacologia na investigacédo de plantas medicinais
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abrange a combinagdo de informagdes adquiridas junto a usuarios de plantas
medicinas, com estudos quimicos e farmacologicos (VLIETINCK, VAN DEN
BERGHE, 1991).

Segundo Elisabetsky e Setzer (1985), o método etnofarmacolégico permite a
formulacédo de teorias quanto as atividades farmacoldgicas e as substancias
bioativas responsaveis pelas acbes terapéuticas. Para tanto, a selegao
etnofarmacoldgica de plantas para pesquisa e desenvolvimento pode ser um
valioso atalho para a descoberta de farmacos. No entanto, as analises de
toxicidade das plantas medicinais ou remédios caseiros sdo de suma importancia
para validar o efeito terapéutico desejado, consagrado pelo uso continuo nas
sociedades tradicionais (ELISABETSKY, 2002).

2.3 Uso de fitoterapicos

Fitoterapicos, de acordo com, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), sdo medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-primas vegetal,
com qualidade constante e reprodutivel e que ambos, os riscos quanto a eficacia
sejam caracterizadas por estudos etnofarmacolégicos, documentagdes técnico
cientificas em publicagbes ou ensaios clinicos (NICOLETTI et al., 2007). Segundo
Sacramento, (2000), a populagao brasileira revitaliza a fitoterapia, uma vez que a

consciéncia popular reconhece a eficacia e a validacao deste tipo de terapéutica.

Muitos foram os avangos nas Ultimas décadas com a formulagcdo e
implementagdo de politicas publicas, programas e legislagdo, com vistas a
valorizagédo das plantas medicinais e derivados, nos cuidados com a saude e sua
inser¢cao na rede publica (RODRIGUES; SANOTOS; AMARAL, 2006). O uso de
fitoterapicas ou diferentes formas farmacéuticas, a partir de plantas sem a
utilizagédo de substancias ativas isoladas, para o tratamento de enfermidades, vem
crescendo nas ultimas décadas (BRASIL, 2006). De acordo com Laplantine e
Rabeyron (1989), os fitoterapicos estdo intrinsecamente ligados a medicina

popular de forma ndo sistematizada e, normalmente, sem comprovacgao cientifica,
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com imensa variedade de métodos terapéuticos tradicionais, fundamentados em
conhecimentos e habilidades transmitidos, essencialmente, de forma oral e

gestual pelas familias.

A World Health Organization (WHO), considera os fitoterapicos como importantes
instrumentos da assisténcia farmacéutica, expressada pelo respeito da
necessidade de valorizar no ambito sanitario a utilizagdo de plantas medicinais e
seus derivados, pois 70% a 90% da populagdo de nacdes em desenvolvimento
dependem delas no que diz respeito a atencédo primaria a saude (WHO, 1993;
2011). De acordo com Brasil (2006), a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada através do decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006,
considera a utilizagcdo das plantas medicinais como uma estratégia para o
fortalecimento da agricultura familiar, geragdo de emprego e renda, uso
sustentavel da biodiversidade brasileira, avango tecnolégico e melhoria da

atencao a saude da populagao brasileira.

Atualmente no Brasil, os principais instrumentos norteadores (RDC 48/2006) para
o desenvolvimento das agdes/programas com plantas medicinais e fitoterapia sao:
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico
de Saude (SUS), com diretrizes e linhas de acdo para “Plantas Medicinais e
Fitoterapia no SUS”, e a “Politica Nacional de Plantas Medicinal e Fitoterapico”,
com abrangéncia da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicas
(BRASIL, 2008). Essas politicas foram formuladas em consonancia com as
recomendacdes da OMS, os principios e diretrizes do SUS, o potencial e
oportunidades que o Brasil oferece para o desenvolvimento do setor, a demanda
da populacao brasileira pela oferta dos produtos e servicos na rede publica e pela
necessidade de normatizagao das experiéncias existentes no SUS (RODRIGUES;
SANTOS; AMARAL, 2006).

No que diz respeito a legislagdo do setor, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), baseada nas diretrizes das politicas nacionais, para a revisao
das legislagdes para o setor, elaborando novas normas, como a RDC n°® 10/2010,
que dispde sobre a notificacdo de drogas vegetais, assim como por meio da
Farmacopeia Brasileira, a revisdo das monografias de plantas medicinais no

intuito de apresentar avangos no setor de regulamentagdo brasileiro, sendo
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importantes para varios segmentos desde as Farmacias comunitarias até o
industrial (BRASIL, 2010). Para tanto, a abordagem ao estudo de plantas
medicinais a partir de seu emprego por sociedades tradicionais, de tradigéo oral,
pode contribuir com muitas informagdes significativas para a elaboragdo de
estudos etnofarmacoldgicos, farmacolégicos, fotoquimicos e agronémicos sobre
essas plantas, com grande economia de tempo como também no tocante a area
financeira (AMOROZO, 1996).

2.4 Bactérias

As bactérias sdo micro-organismos unicelulares pertencentes ao grupo dos
procariotos, cuja sua caracteristica principal € a caréncia de nucleo ou qualquer
outra organela interna, envolvida por membrana (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2010). Nao realizam endocitose, absor¢do de macromoléculas ou
pedacos de células através da membrana celular, e s&o incapazes de ingerir
particulas ou goticulas de liquido (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A auséncia
de membrana nuclear permite o procarioto sintetizar simultaneamente proteinas e
RNA mensageiro (SCHAECHTER, 2002).

As bactérias visualizadas da parte externa para parte interna (figura 1) séo
circundadas por um conjunto de camadas cuja composi¢ao difere de uma espécie
para outra (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Entretanto, as bactérias
possuem a membrana citoplasmatica como todas as células. A membrana
citoplasmatica € uma estrutura responsavel por uma barreira de separagao entre
o0 meio interno (citoplasma) e externo celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
Tem como fungdes principais o transporte de soluto, biossintese de componentes,
duplicacéo de sequéncia de DNA, secrecdo de enzimas a produgao de energia
pelo transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa (TRABULSI, et al.,1999;
SCHAECHTER, 2002).
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Figura 1. Bactéria visualizada da parte externa para parte interna, circundadas por
camadas.
Fonte: Fonte: ROBERTIS; HIB, 2001.

O pequeno tamanho das bactérias permite taxas metabdlicas elevadas, devido a
razdo da superficie e o volume aumentado com a diminuicdo do tamanho da
célula (SUAREZ; GUDIOL, 2009). No entanto, a velocidade das reacdes
bioquimicas é limitada pela difusdo, quanto menor a célula menor a limitagéo
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Consequentemente, as bactérias estdo em
contato intimo com os nutrientes externos e sdo capazes de taxas metabdlicas

mais elevadas do que as células eucaridticas (MURRAY et al., 2000).

A velocidade com que as bactérias convertem nutrientes em energia e promovem
a biossintese de unidades basicas que requerem a coordenacdo das atividades
metabdlicas (ZHANG et al., 2013). Sendo assim, a estrutura celular e a sintese de
macromoléculas promovem a sua sobrevivéncia (TRABULSI et al.,1999). Dessa
forma, (Figura 2) as bactérias apresentam grande diversidade em relacdo ao
tamanho e forma, podendo variar desde esferas, medindo aproximadamente 0,2
Mm de didmetro a espirais medindo cerca de 10 ym de comprimento (WATER;
BARRA, 2001).
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Figura 2- Diferenca entre bactérias quanto a forma e tamanho.
Fonte: ROBERTIS; HIB, 2001.

A manutencdo da forma bacteriana (cocos, bacilos, entre outros), deve-se a
presenca de parede celular bacteriana (SUAREZ & GUDIOL, 2009). A parede
desempenha papel importante na divisdo celular, pois da origem ao septo que
separa os dois novos corpos celulares (COOPER, 1991). As bactérias, em
maioria, tém na sua parede celular uma rigida camada composta por substancias
(heteropolissacarideo ligados a peptideos) encontradas, exclusivamente, em

procariotos que recebe o nome de peptideoglicano (TRABULSI et al., 1999).

Segundo Schaechter (2002), a parede de bactérias Gram-positivas € importante
para facilitar a ligacao e regulagdo da entrada e saida de ions na célula; serve de
sitio de ligagdo com o epitélio do hospedeiro, devido a presenga de antigenos
celulares que possibilita identificagdo soroldgica de espécies bacterianas e regula

as atividades das autolisinas durante o processo de divisao celular.

De acordo com a técnica de Gram ou coloragédo de Gram, desenvolvida pelo
médico dinamarqués Hans Christian Joachim Gram (1853-1938), no que se refere
a constituicdo quimica da parede, as bactérias s&o divididas em dois grandes
grupos: bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que se diferenciam pela
estrutura (propriedades de permeabilidade) e composi¢cdo (componentes de
superficie), nomeadamente no diferente teor lipidico, da parede celular bacteriana
(Figura 3) (MIMS et al., 1999).
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Figura 3. Diferencas estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Fonte: Adaptada de KLEIN; PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 1996.

A parede celular das bactérias Gram-negativas tem um teor de lipidios elevado na
sua membrana externa contendo lipopolissacarideo e proteinas, para além de
uma camada fina de peptidoglicano que circunda a membrana plasmatica
(TORTORA et al., 2005). Em consequéncia, durante o passo de diferenciagao
pelo alcool, partes dos lipidios sao dissolvidas, formando-se poros na parede por
onde o corante primario (violeta de cristal) sai das células. Estas células ficam

transparentes apds o passo de diferenciagdo pelo alcool, sendo posteriormente
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coradas com o corante secundario (safranina ou fucsina) revelando coloragéo
vermelha (SCHAECHTER et al., 2002).

A parede celular das bactérias Gram positivas é constituida principalmente por
uma camada grossa de peptidoglicano no espaco periplasmatico, e o seu teor em
lipidios € nulo ou muito baixo (em poucas espécies bacterianas). A camada de
peptidoglicano atua, assim, como uma barreira impedindo a saida do corante
primario (violeta de cristal) e estas células ficam coradas de violeta escuro
(TRABULSI et al., 2005).

2.4.1 Bactérias patogénicas

As bactérias patogénicas sdo aquelas que causam doengas (SAARELA, et al.,
2000) No século XIX, Koch através dos seus experimentos, foi possivel
comprovar a associacdo direta entre bactérias e doengas. A presenca das
bactérias seria a causa provavel de muitas das patologias que afetam o ser
humano (GRADMANN, 2005). As infecgbes bacterianas ocupam um lugar de
destaque nas patologias humanas, principalmente no trato respiratério e urinario
(CAMARGO et al., 2002). A maioria destas infec¢des € controlada ou até mesmo
combatida com tratamento empirico. No entanto, estas formas de tratamento
podem representar situagdes muito graves, que colocam em risco a vida do ser
humano (AKRAM; SHATID; KHAN, 2007).

Uma das formas de classificar as infecgdes bacterianas € entre as adquiridas em
comunidades, associadas a seres humanos ndo institucionalizados e,

hospitalares, que acometem doentes internados em instituicbes de saude

(KONEMAN et al., 2001). O Staphylococcus aureus é a espécie bacteriana Gram
positivo, que geralmente esta envolvida em infecgbes humanas, tanto de origem
comunitaria como hospitalar localizadas na pele (folicolites, furunculose, impetico,
pustulas ou abcessos cutédneos) ou em regides mais profundas (osteomielites,
bacteremias, endocardites, pneumonias e toxinfecgbes alimentares)
principalmente em pacientes imunocomprometidos, ou submetidos a implantes

como proéteses nos ambientes hospitalares (SCHAECHTER et al.,2002).
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Além desta, ha outras bacterias Gram-positivas patogénicas: o Staphylococcus

saprophyticus, que pode ser encontrada na microbiota normal da pele e regiao
periuretral tanto do homem como da mulher, sendo patégeno oportunista em
infecgbes do trato urinario. Sua patogenicidade parece estar relacionada a sua
capacidade de se aderir as células do trato urinario (KONEMAN et al., 2001); e a

espécie Staphylococcus epidermidis, bacteriana Gram-positiva que, coloniza a

pele do homem sem risco a saude (MURRAY et al., 2000). Frequentemente, é
inoculada durante procedimentos invasivos sdo veiculados pela equipe de saude,
e essa situacao € agravada (hemolise, protedlise e formagéo de biofilme) quando
ocorrem surtos endémicos de cepas multirresistentes no ambiente hospitalar
(MICHELIM et al., 2005). Neste contexto, a avaliagdo da resisténcia aos agentes
antimicrobianos, em isolados clinicos e na comunidade, pode contribuir para a
compreensao da distribuicdo e transmissao de resisténcia e ajudar na selegéao do

antibidtico apropriado para a terapéutica.

2.5 Antibidticos

Os agentes antimicrobianos ou antibiéticos sdo compostos, naturais ou sintéticos,
que impedem ou destroem micro-organismos ou microbios. Termos estes, séo
utilizados, para descrever fungos e, principalmente, as bactérias, maiores
causadoras de doengas infecciosas (PROJAN; SHLAES, 2004). Os antibioticos
podem ser classificados como bactericidas, pois matam os micro-organismos e
séo eficazes durante a fase de crescimento logaritmico (figura 2), uma vez que o
aumento da atividade metabdlica proporciona susceptibilidade maxima, ou
bacteriostatica, apenas previnem o crescimento bacteriano e sdo clinicamente
menos desejaveis (WALSH, 2003).
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Figura 2. Curva de crescimento e morte de células bacterianas
Fonte: Adaptada de TORTORA; FUNKE; CASE, 2000.

De modo geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade por
meio de varios mecanismos: lesdao da parede celular, alteragdes da
permeabilidade celular, alteracbes das moléculas de proteinas e acidos nucleicos,
além da inibicdo da sintese de acidos nucleicos (FONSECA, 1999). Contudo,
numerosos estudos tém sido realizados com a finalidade de estabelecer o sitio
especifico da acdo de um agente antimicrobiano (PROJAN; SHLAES, 2004).
Esses estudos mostraram-se bastante complexos pelo fato das varias
modificagdes que ocorrem nas células expostas a um agente antimicrobiano,
tornando dificil o estabelecimento do local primario da lesdo celular, onde vai
ocorrer, como consequéncia, a deterioracdo das atividades vitais (PELCZAR JR;
CHAN; KRIEG, 1993).

2.5.1 Resisténcia bacteriana a antibidticos

Estudos mostram que, por mais de seis décadas, a resisténcia bacteriana a
antibiodticos é constatada e vem demonstrado um aumento consideravel nos dias
atuais (RANG; DALE; RITTER, 2001). As sucessivas implementagdes da terapia

antinfectiva tém se tornado cada vez mais dificil por causa da disseminacao da
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resisténcia bacteriana, da emergéncia de novos patdégenos e a decorréncia de
infecgcbes em pacientes imunodeprimidos, nos quais as drogas antimicrobianas
tornaram-se menos efetivas (LEMONICK, 1994). O wuso desenfreado de
antibidticos sem uma cuidadosa avaliagao das suas indicagdes apropriadas leva

ao crescimento de cepas resistentes ou mutagao seletiva (VARALDO, 2002).

Bactérias vém sendo avaliadas quanto a sua sensibilidade aos antibidticos desde
a descoberta da penicilina e, € notéria a presenga da resisténcia que existe a
estes agentes ou que se desenvolveu apés sua introdugdao (PROJAN; SHLAES,
2004). Seja por meio de atividade bactericida ou através de atividade
bacteriostatica os mecanismos de acdo dos antibacterianos foram definidos
(MIMS et al., 1999). A disseminagdo de bactérias antibidtico-resistentes ocorre
tanto no ambiente hospitalar como na comunidade (NICOLAQOU et al., 1999;
WALSH, 2000; ALVAN; EDLUND; HEDDINI, 2011).

Alguns fatores que influenciam a selecdo de mutantes antibidticos resistentes
incluem o estado imunolégico do paciente, o numero de bactérias no sitio de
infecgdo, o0 mecanismo de acdo do antibiotico e o nivel da droga que atinge a
populagdo bacteriana (RICHET, 2001). Mecanismos rotineiramente descritos da
atividade antibacteriana sdo: acdo inibitéria na sintese da parede celular,
alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmatica, inibicdo ou alteragao

da sintese protéica e atuagao nos acidos nucléicos (TRABULSI et al., 2005).

Além disso, o antibiético para agir, precisa interagir ainda que, parcialmente, a um
sitio de ligagao bacteriana para interferir em seu metabolismo e tentar destrui-la
(HELIO, 2009). Com a todos estes mecanismos e sitios de ligagdo, as bactérias
desenvolveram formas de sobrevivéncia como: bomba de efluxo,
impenetrabilidade, protecao ribossdmica, beta-lactamases, entre outros. E, dessa
forma, a bactéria combate o mecanismo de agdo do farmaco que gera a
resisténcia a antibidticos (ACAR, 2002).

A resisténcia antibidtica ocorre quando a bactéria pode adquirir genes e outros
mecanismos que permitem a interferéncia acdo do antibidtico (TAVARES, 2000)
Varias pesquisas tém mostrado que existem trés importantes tipos de resisténcia
bacteriana: resisténcia intrinseca, resisténcia por mutacao, e resisténcia mediada
por plasmidio (COHEN; TARTASKY, 1997). A resisténcia intrinseca € descrita
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gquando a bactéria evolui para a produgao de uma enzima capaz de degradar o
farmaco, por exemplo, a enzima b-lactamase, sendo uma resisténcia intrinseca ao
microrganismo (OPLUSTIL, 2010).

A resisténcia por mutagao ocorre com a evolugao e mutagaéo que leve a alteragao
estrutural do micro-organismo impedindo as agées do farmaco (HELIO, 2009). A
resisténcia mediada por plasmidio é a que envolve a passagem de informagao da
resisténcia por mutagdo de um micro-organismo para outro. O DNA alterado, que
confere a resisténcia, é envolvido (empacotado) dentro de um plasmidio que pode

ser transferido a outros organismos vivos (TAVARES, 2000).

2.5.2 Descoberta e desenvolvimento de novos antibiéticos

Nos ultimos 10 anos, os pesquisadores tém voltado sua atencéo para a busca de
novos antibidticos, a partir de fontes naturais (metabdlitos secundarios), ainda
pouco exploradas como microalgas, bactérias do solo e plantas medicinais
(CLARDY; WALSH, 2004). A crescente resisténcia microbiana, doencas
infecciosas (segunda maior causa de mortalidade do mundo) e a necessidade de
agentes que atuem por mecanismos de acgao diferentes aos farmacos em uso,
sdo as principais razdes necessarias € emergenciais por novos compostos de
acao antibiotica (PAYNE; GWYNN; HOLMES; PAMPLIANO, 2007).

Os antibidticos naturais por apresentarem estruturas quimicas complexas sao
importantes para as interacbes especificas e reconhecimento por alvos
macromoleculares em bactérias patogénicas (WALSH, 2003). Neste contexto,
derivados vegetais tém sido investigados como possiveis fontes de tratamento
para os mecanismos de multirresisténcia bacteriana (GIBBONS, 2004). As plantas
podem contribuir na descoberta de novos antibidticos a partir dos metabolitos
secundarios, ja que, produtos naturais antimicrobianos possam ser
biossintetizados para prevenir e/ou combater o ataque de herbivoros e
microrganismos patogénicos, atragdo de polinizadores, permitir a tolerancia de
temperaturas extremas e processos de adaptagdo a estresse hidrico ou
deficiéncia de nutrientes e minerais do solo (GURIB-FAKIM, 2006).
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Varias plantas, da rica flora brasileira, sdo utilizadas na medicina popular com
atividade antisséptica ou no tratamento de doencgas infecciosas, e seus estudos
tém demonstrado que, inUmeras vezes ocorrem a confirmacdo da atividade
antimicrobiana (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

2.6 Pinhdo-manso

2.6.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae merece destaque entre as Angiospermas por abrigar
aproximadamente 7500 espécies reunidas em 290 géneros (Govaerts et al. 2000).
Seus principais géneros em numero de espécies sao: Euphorbia L. (1.500),
Croton L. (700), Phyllanthus L. (400), Acalypha L. (400), Macaranga Du Petit
Thouars (400), Antidesma Burman (150), Manihot Miller (150), Tragia Plumier
(150) e Jatropha L. (150) (Webster, 1994). A familia Euphorbiaceae é encontrada,
principalmente, nas regides tropical e subtropical, sendo que sao mais
concentradas, especialmente, nos continentes americano e africano (BARROSO;
GUIMARAES:; ICHASO, 1991).

Conforme Simpson (2006), a familia Euphorbiaceae compreende um dos grupos
taxondbmicos mais complexos e, morfologicamente, diversos entre as
eudicotiledbneas. Apesar do elevado numero de espécies, 0S seus
representantes sao reconhecidos por um conjunto de caracteres importantes
como porte arboreo, arbustivo, subarbustivo ou herbaceo com folhas alternas,
simples ou compostas, estipuladas, flores unissexuadas, em geral
monoperiantadas, em plantas mondicas ou didicas. Apresentam frutos secos
deiscentes ou indeiscentes, comumente do tipo capsula esquizocarpicos, ou
ainda capsulas septifragas, loculicidas e circundantes, drupdides e bacdides
(CASAS; DOMINGUEZ, 2005).

No Brasil, estima-se a ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros, habitando os
mais diferentes tipos de vegetagdo (SOUZA; LORENZI, 2006). Em pesquisa,

Cordeiro & Carneiro-Torres (2006) demonstrou-se evidente ocorréncia de 211
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especies e 45 géneros para a regiao Nordeste. A Euphorbiaceae compreende um
grupo de plantas reunidas em cinco subfamilias, reunindo taxa uniovulados e
biovulados: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e
Euphorbioideae ~ (WEBSTER, 1994; WURDACK et al, 2005) e
KATHRIARACHCHI et al., 2005). Sendo ainda, registrada como importante grupo
de plantas do semiarido nordestino (MMA, 2002).

Para tanto, na regido do nordeste brasileiro, algumas espécies da familia da
Euphorbiaceae tém se destacado pela importadncia econémica, especialmente na
alimentacdo humana, producado de latex e dOleos, e ainda na medicina popular
(SATIRO; ROQUE, 2008). Algumas espécies sao utilizadas na alimentagéo
humana, como Manihot esculenta Crantz (macaxeira), da qual é extraida a farinha
de mandioca. As tuberas de uma variedade dessa espécie da macaxeira sao,
amplamente consumidas e, delas pode ser produzida uma bebida alcodlica, a
tiquira (BRAGA, 1976).

Adicionalmente, a partir de espécies dos géneros Hevea Aublet (seringueira) faz-
se a extracdo de latex para a produgdo de borracha natural, representando
grande fortalecimento econbmico para a regido amazdbnica. As espécies de
Manihot Miller foram, ainda, responsaveis por garantir, durante um bom tempo, a
economia da regido da caatinga nordestina (SAMPAIO et al., 2002). Na industria
das borrachas naturais, as Euphorbiaceae tém, também, se destacado na
extragdo de O6leo, a partir de espécies do género Ricinus L. que apresentam
diversos usos na industria de tintas, plasticos, sabdes téxteis, fibras sintéticas,
cosméticos e papel (BRAGA, 1976). Os dleos extraidos de espécies do género
Jatropha L., sdo acrescentados no uso em misturas de combustiveis derivados do
petréleo (SEVERINO, 2006).

Diversas espécies da familia Euphorbiaceae sao também utilizadas na medicina
polular. O cha extraido de espécies do género Phyllantus L. tem sido relatado
como potencial efeito diurético e antiespasmddico (SAMPAIQO et al., 2002). O cha
das raizes de Cnidoscolus Pohl ou de espécies do género Euphorbia L.
demonstra efeito cicatrizante, tobnico e diurético. (BRAGA, 1976). Fernandes

Baccarin e Michima (2002) apontam ainda, a espécie Ricinus communis L. como
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produtora da fitotoxina ricina, que apresenta propriedades purgativas, tal qual a

curcina, oriunda da espécie Jatropha curcas L.

2.6.2 Jatropha sp

O género Jatropha esta inserido na familia Euphorbiaceae (Govaerts et al. 2000).
Esta familia compreende 245 géneros e aproximadamente 6300 espécies,
distribuidas em todo o mundo, principalmente nas regides tropicais. Sdo plantas
de habitos variados, existindo na forma de ervas, subarbustos, arvores e
trepadeiras (GOVAERTS et al. 2000). Recentemente, constatou-se que o género
Jatropha contém aproximadamente 170 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais da Africa e América (HELLER, 1996). As plantas deste
género apresentam valor medicinal, ornamental e algumas sao produtoras de éleo
(NEVES; FUNCH; VIANA, 2010)

As espécies do género Jatropha sao conhecidas por serem muito toxicas e
irritantes. A atividade purgativa do 6leo de suas sementes sdo semelhantes a
atividade mostrada por ésteres diterpenos presentes no 6leo de sementes de
muitas outras espécies de Euphorbiaceae. Os ésteres diterpenos irritantes foram
extraidos, isolados e caracterizados a partir do 6leo das sementes de quatro
espécies de Jatropha: J. podagrica, J. multifida, J. curcas e J. gossypifolia
(ADOLF; OPFERKUCH; HECKER, 1984; KUMAR; SHARMA, 2008).

Constatou-se, nas espécies, deste género, a presencga de ricina, uma toxalbumina
que causa vOmitos, diarreia, desidratagdo, choque e danos nos rins e figado
Makkar; Aderibigbe; Becker,(1998). O 6leo de sementes de J. curcas L., J.
mollissima L., e J. podagrica Hook foram avaliados quanto a sua composi¢ao de
acidos graxos (acido palmitico, acido oléico e acido linoléico). As sementes de J.
podagrica apresentaram 46% do teor de dleo, neste caso, o mais elevado
(TEIXEIRA, 1987).

As proteinas de Jafropha possuem propriedades nutricionais e biomédicas
interessantes (GONCALVES; MENDONCA; LAVIOLA, 2009). O alto conteudo de
proteinas com digestibilidade e a composi¢gdo de aminoacidos destas proteinas

fazem com que haja a possibilidade de utiliza-las como fonte para incorporagao
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em dietas de ruminantes e animais monogastricos, incluindo peixes (HIROTA et
al., 2010). Uma particular proteina bioativa, a cursina, tem potencial para ser
utilizada com sucesso como imunoconjugado na quimioterapia. Muitos peptideos
ciclicos de sementes de Jatropha sp possuem importancia clinica e mostraram
potencial para uso farmacéutico (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2010).

2.6.3 Jatropha curcas L. (Pinhao-manso)

O pinhdo-manso ou Jatropha curcas L. pertence a familia Euforbiaceae, a mesma
da mamona e da mandioca; € uma planta de cultura perene, caducifdlia, ou seja,
perde as folhas no periodo da seca (janeiro/outubro), a partir do primerio ano, &
rustica e adaptada as mais diversas condi¢des edafoclimaticas. (GONCALVES;
MENDONCA; LAVIOLA, 2009).

Figura 5. Espécie Jatropha curcas L.
Fonte: Elaborada pelo autor

A Jatropha curcas L. € uma oleaginosa considerada arbustiva que pode atingir até
4 metros de altura, popularmente conhecida no Brasil como: pinhdo-manso,
pinhdo-paraguaio, pinhdo de purga, e pinhdo de cerca (PINTO; MENDONCA,
2009). Ja em outras regides do mundo a Jatropha curcas L. é conhecida como:

yu-lu-tzu (China), mupuluka (Angola), tempate (Hoduras e El Salvador), physic
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nut, purging nut (Inglaterra/Estados Unidos), médicinier, pognon d’inde, purghere
(Franca) kadam, (Nepal), butuje (Nigéria), ratanjyot jangli erandi (Hindi) e
pifioncillo (México) (MARTIN, G.; A. MAYEUX, 1984).

2.6.3.1 Origem e distribui¢gdo do pinhdo-manso

Varios pesquisadores tentaram definir a origem do pinhdo-manso, porém os
estudos sdo bastante controversos. A maioria dos relatos refere-se a America do
Sul como origem provavel do pinhdo-manso, sendo encontrada de forma
espontanea em quase todas as regides intertropicais (figura 6), ocorrendo em
maior escala nas regides tropicais e em numero bastante reduzido nas regides
temperadas (PEIXOTO, 1973). Atualmente, o seu cultivo tem sido promovido por
organizagdes governamentais e ndo governamentais, em paises como Africa do
Sul, Brasil, Mali, Nepal e em outros (GUIMARAES, 2008).

Os Portugueses, no fim do século XVIII, introduziram a planta Jatropha curcas L.
nas ilhas de Cabo Verde e em Guiné, no intuito de aproveitar as terras ainda nao
explodas daquele arquipélago, cujos solos eram de pouca fertilidade e,
dificilmente, poderiam ser utilizados para culturas menos rusticas de onde mais
tarde foi disseminada pelo continente africano (MARTIN; AYEUX, 1984). De
acordo com Saturnino e colaboradores (2006), a distribuicdo geografica no Brasil
do pinhdo-manso € bastante extensa devido a sua resisténcia a longas estiagens,
sendo adaptavel a condigbes edafoclimaticas de extrema variagcdo, desde a

regido Nordeste ao Sudeste do pais.
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Figura 6. Regiao de origem e cultivo de Jatropha curcas L.
Fonte: Adaptado de Heller, 1996.

2.6.3.2 Caracteristicas botanicas do pinhdo-manso

O diametro do tronco € de aproximadamente 20 cm; possui raizes curtas e pouco
ramificadas, caule liso, de lenho pouco resistente e medula desenvolvida; floema
com longos canais que se estende até as raizes, onde circula o latex. O tronco é
dividido em varios ramos compridos desde a base, que apresentam cicatrizes
devido a queda das folhas na estagéo seca, que ressurgem logo apds o inicio de
periodo de chuva (ARRUDA et al., 2004).

O pinhdo-manso (figura 7) possui folhas verdes, esparsas e brilhantes, largas
alternadas de peciolo longo na forma de coragédo com nervuras esbranquigcadas e
salientes na face inferior (SATURNINO et al., 2006). As inflorescéncias sdo em
forma de paniculas cimeiras definida com flores pequenas na cor amarelo-
esverdeada, em um mesmo ramo podem ocorrer flores masculinas, flores
femininas e flores hermafroditas. Possuem também uma floragcdo descontinua

com frutos da mesma inflorescéncia de idades diferentes (ARRUDA et al., 2004).

Os frutos sado capsulas, ovodides, de cor marrom escuro, com didmetro de 1,5 a
3,0 cm, quando maduro possuem trés sementes escuras, formado por um

pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente, inicialmente verde e no estadio
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de maturagao de cor preta onde sdo encontradas améndoas brancas, ricas em
6leo (PEREZ et al., 2007).

Figura 7. Desenho botanico da espécie Jatropha curcas L. e suas respectivas descri¢des:
a — ramo florido, b- galho, c- folha, lado esquerdo, d - pistilo da flor, e - estame da flor, f —
corte transversal no fruto imaturo, g- frutos, h- corte longitudinal nos frutos, i —semente.
Fonte: Heller, 1996.

Segundo Frigo Sato e colaboradores (2008), dentre as culturas com potencial
produtivo de ¢leo, a partir das sementes, na producdo de biocombustivel, o
pinhdo manso (Jafropha curcas L) apresenta ser, entre outros vegetais o mais
positivo pelo alto rendimento de 6leo por hectare ou pela ndo concorréncia com
outros mercados, como ocorre com o milho e outras oleaginosas (FRIGO SATO
et al., 2008).

38



2.6.3.3 Principais vantagens do cultivo do pinhao-manso

As Principais vantagens do pinhdo-manso sao, o fato de ser uma planta perene e
do seu longo ciclo produtivo podendo chegar a 40 anos e manter a média de
produtividade de duas toneladas por hectare (AZEVEDO, 2006). O pinhdo-manso
possui vantagens em relagdo as outras oleaginosas, como: 0 possivel uso na
recuperacao de areas degradadas, ser usado em areas marginais e de baixa
fertilidade como também em regides de baixa precipitagdo. Outro fator importante
€ a nao necessidade de mecanizagdo da area a ser plantada, permitindo o uso
em consorcio com outras culturas como feijao, milho, abdbora, melancia, tornando

a sua utilizagéo mais propicia a agricultura familiar (ACCARINI, 2008).

No setor produtivo, a cultura de J. curcas L. também apresenta como ponto
atrativo o alto potencial de rendimento de dleo a partir das sementes. Enquanto a
soja produz 500 Kg de dleo/ha, o pinhdo manso tem potencial para produgao de
1500 Kg 6leo/ha (MELLO; PAULILO; VIAN, 2007). O alto teor protéico dos frutos
58-60% tem chamado a ateng¢do de pesquisadores, no sentido de desintoxicar o
Oleo e outros extrativos para uso na alimentagcdo animal (GONCALVES;
MENDONCA; LAVIOLA, 2009). Para tanto, a espécie J. curcas L. ainda se
encontra em processo de domestificagdo e,vem sendo extensamente estudada,
no que diz respeito aos aspectos agrondmicos, devido ao seu potencial uso como
fonte de dleo para a producgao de biodiesel (SATURNINO et al., 2006; CAMARGO
et al., 2004).

2.6.3.4 Pinhdo-manso na geragao de energia

A crescente demanda mundial da produgao de energia no século XX caracterizou-
se pelo dominio dos combustiveis fésseis como o carvao, petréleo e gas que
representam ainda no inicio do século XXI, cerca de 80% de toda a energia
produzida no mundo (WEA, 2000). A necessidade de energia, a ameacga do
aquecimento global e a previsdo da extingdo dos combustiveis fosseis
promoveram bastante a motivagcao de nagdes desenvolvidas, ou néo, a incentivar

a participacao significativa das fontes energéticas alternativas renovaveis em suas
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matrizes energéticas, visando a sustentabilidade econémica e ambiental (PARK et
al., 2012).

O didxido
de carbono
é captado do
ar através
dos
estématos.

O oxigénio é liberado
através do estémato.

VITTI R s LT ¥ e o 77
~—~—P o T e L G L
A agua ¢ absorvida B -
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das raizes.

P W

Figura 8. Fotossintese para a conversao do dioxido de carbono em biomassa
Fonte: Adaptado de HOPKINS, 2000. Disponivel em: <http://phyzykal.nafoto.net/>Da
magia a ciéncia da vida. Acesso em 12 out. 2013.

De acordo com Venturi e Venturi (2003), de modo geral, as culturas vegetais com
finalidade para a produgao de energia, podem ser classificadas em trés grupos, a
partir do tipo de matéria-prima energética como: os derivados da fermentagao de
culturas ricas em celulose, agucar e amido (etanol); oriundos de espécies com
alta producédo de matéria seca, usadas em processos como combustao, pirdlise e
gaseificagdo (biomassa); baseado em culturas vegetais, principalmente as

oleaginosas, das quais se extrai o 6leo e o transesterifica (Biodiesel).

Uma destas potenciais culturas energéticas para a produg¢ao de biodiesel € a do
pinhdo-manso (Camargo et al., 2004). Considerada opgao agricola para areas
aridas, semiaridas e na recuperagdo de areas degradadas. A J. curcas L.,
promove a integracéo do acesso a produg¢ao com renda, através da venda do éleo
das sementes para fins combustiveis (VARGAS et al.,1999). Além disso, o dleo
pode ser utilizado em motores e maquinas para a geragado de eletricidade
(WILHELM et al., 2008), contribuindo no o desenvolvimento rural com o emprego

da mao-de-obra familiar, e com consequente fixagdo do homem no campo, além
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da segurancga alimentar, pois permite o uso de culturas anuais alimenticias, em
consorcio, propiciando melhorias ambientais que favorecem o desenvolvimento
de outras culturas (BIODIESEL, 2006; ASSUMPCAO, 2006).

2.6.3.5 Seguranca alimentar versus o pinhdo-manso

O uso de dleo vegetal no Brasil, nagdo tropical de dimensdes continentais,
constitui o diferencial para a organizacdo do programa de produg¢do e uso do
biodiesel (CAMPOS; CARMELIO, 2006). O desafio colocado € o do
aproveitamento das potencialidades regionais, valido tanto para culturas ja
tradicionais, como a soja, o amendoim, o girassol, a mamona e o dendé, quanto
para novas alternativas, como o pinhdo-manso e uma grande variedade de
oleaginosas a serem exploradas (BRASIL, 2005). No entanto, a implementagao
da producdo de energia através da biomassa como lei, ainda € um desafio
ambiental e socioeconémico (ASSUMPCAO, 2006).

O uso da biomassa como alternativa renovavel, pode gerar efeitos positivos ou
negativos, principalmente no que diz respeito a seguranga alimentar, que se
baseia em quatro parametros principais: disponibilidade, acesso, utilizacdo e
estabilidade (FAO, 2010). Ao mesmo tempo, se as boas praticas ndo sao
implementadas, podem levar a impactos negativos sobre a capacidade produtiva
da terra ou sobre a disponibilidade e qualidade da agua, com repercussoes
negativas para a seguranga alimentar (KLAGI et al., 2008; KARP; HAUGHTON;
BOHAN, 2010).

A producao de biodiesel no Brasil é considerada um problema, pelo fato de que
maior parte da produgdo de O6leo vegetal esta relacionada com o setor de
alimentos para consumo humano, podendo gerar uma competicdo entre a
producédo de combustiveis e alimentos, elevando os precgos deste ultimo (PINTO;
MENDONCA, 2007). O Brasil € o 2° maior produtor de soja do mundo (BRASIL,
2010). Desta forma, a distribuicdo de matéria-prima para produgao de biodiesel no
pais esta representada por 67,43% para o Oleo de soja, 21,7% ficam com a
gordura bovina (sebo de boi) e apenas 2,69% de outras matérias-primas como o
pinhdo-manso (ANP, 2011).
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Tanto a natureza quanto a magnitude dos impactos do desenvolvimento da
bioenergia moderna, sobre a seguranga alimentar vai depender de uma série de
fatores relacionados principalmente ao tipo de bioenergia considerado, 0 modo de
produgao que é gerenciado, do contexto ambiental, s6cioecondmico e politico em
que esse desenvolvimento ocorre (CAMPOS; CARMELIO, 2006). Sendo assim, a
contribuicdo da bioenergia para possiveis mudangas nos preg¢os dos alimentos
basicos, dependerao, das culturas que sao utilizadas dentre outros fatores como
as matérias-primas de bioenergia; a disponibilidade local, o pre¢o acessivel da
terra; agua, insumos, trabalho agricola, a energia e as politicas comerciais
(KARP; HAUGHTON; BOHAN, 2010).

Esta possibilidade viabiliza o potencial regional, permitindo que a biomassa local
seja explorada de forma sustentavel, a tal ponto que ocorra concorréncia direta
com a energia produzida por fontes fosseis. Atualmente, a energia proveniente da
biomassa tem dado énfase a aplicagdes que produzem combustiveis liquidos
para o setor de transportes (GOLDEMBERG, 2008). Destaca-se o bioetanol de
cana-de-agucar e o0 biodiesel, ambos biocombustiveis, que apresentam
importante atuagao ecologicamente correta e elevada vantagem socioecondémica
em relagao ao diesel de petréleo (GALEMBECK; BARBOSA; SOUSA, 2009).

2.6.3.6 Biodiesel a partir da Jatropha curcas L.

O biodiesel é definido pela "National Biodiesel Board" dos Estados Unidos como o
derivado mono-alquil éster de acidos graxos de cadeia longa, proveniente de
fontes como gordura animal ou dleos vegetais (LIMA et al., 2007). A obteng¢ao do
biodiesel ocorre a partir de rea¢des de transesterificagcdo de um éleo (animal ou
vegetal) com um alcool de cadeia curta como o0 metanol ou etanol em presenga
de um catalisador. Pode ser utilizado puro ou em misturas com oleo diesel,
derivado do petréleo, em diferentes proporgdes (SILVA; SAKATSUME, 2008).

Além disso, conforme Pereira e colaboradores (2004), o biodiesel apresenta
varias caracteristicas importantes como: livre de enxofre e aromaticos; maior
viscosidade e maior ponto de fulgor que o diesel convencional; possui teor médio

de oxigénio em torno de 11%; possui nicho de mercado especifico associado a
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atividades agricolas; o uso de dleo de fritura se caracteriza por um grande apelo
ambiental; e apresenta preco de mercado relativamente superior ao diesel
comercial. Além disso, oleaginosas como a J. curcas L. para produgédo de
biodiesel, podem ser implantadas em diferentes regides do pais, aproveitando a

matéria prima disponivel em cada local (RAMOS, 1999).

Sendo assim, a producédo de biocombustiveis alternativos ao dleo diesel, a partir
de dleos vegetais brutos, tem sido alvo de diversos estudos (DUNN; SHOCKLEY;
BAGBY, 1996). Os 6leos vegetais mais comumente usados como matéria-prima
para a produgdo de biodiesel s&o: soja, milho, amendoim, algodao, babagu,
palma, mamona, entre outros (BRASIL, 2010). O uso do biodiesel como
alternativa ao petréleo surge pela perspectiva da escassez, a contribuicdo do
efeito estufa e pela sua concentragcdo em algumas poucas regides do mundo
(BIODIESEL, 2006). Com base nestes entraves, o prego do petroleo se eleva e
isso viabiliza economicamente fontes de energia antes inviaveis quando
comparado as vantagens e conveniéncias oferecidas pelos combustiveis liquidos
derivados do petroleo (GALEMBECK; BARBOSA; SOUSA, 2009).

Fevereiro f 2013

Oleode Alzodao
2,41%

Outros Materiais Graxo:
2,69%

Oleo de Fritura
0,99%

Gordurade Porco
1,23%

Gordura de Frango
0,22%

Oleo de Palma / Dendé
1,31%

Figura 9. Matérias-primas utilizadas a producgao de biodiesel no Brasil
Fonte: BRASIL, 2013.
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2.6.3.6.1 O Programa Nacional de Producédo e Uso de Biodiesel (PNPB)

Neste contexto, o Governo Federal vem investido esfor¢os para viabilizar a
producao de biodiesel como uma alternativa renovavel ao diesel de petrdleo.
Entre as diversas vantagens do uso do biodiesel esta a diminuigdo da emissao de
carbono e composto de enxofre na atmosfera, além de ser uma fonte renovavel
de energia (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007). No Brasil, o Programa Nacional
de Producao e Uso de Biodiesel (PNPB) prevé com a adigao obrigatéria de 5% de
biodiesel ao diesel de petroleo desde 2009 (BRASIL, 2009).

O Programa Nacional de Produgéo e uso de Biodiesel (PNPB) € um programa
interministerial do Governo Federal que objetiva: A implementacdo de forma
sustentavel, tanto técnica, como economicamente, a producéo e uso do biodiesel,
com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento regional, via geragao de
emprego e renda; 2) criacdo do Selo Combustivel Social em 2005,Figura 11, para
o estimulo da inclusdo social da agricultura, nessa importante cadeia produtiva,
conforme Instrugdo Normativa N°. 01, de 05 de julho de 2005 coordenado pelo

MDA (Ministério do Desenvolvimento Agrario).

Além disso, o PNPB prioriza também a criagdo da Rede Brasil de Tecnologias de
Biodiesel, cuja formagao da Rede constitui-se em uma das a¢des do modulo de
Desenvolvimento Tecnoldgico, coordenado pelo Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT), no ambito do PNPB e a realizagado dos leildes de compra de
biodiesel. A ANP (Agencia Nacional de Petrdleo) realiza os leildes para garantir a
mistura obrigatéria de biodiesel prevista em lei e a formagdo de estoques para
que eventuais problemas de fornecimento das usinas sejam compensados com a
oferta adicional (BRASIL, 2009).

Para tanto, o volume anual de biodiesel produzido para atender a este programa &
calculado em cerca de 2,4 bilhdes de litros, o que se configura um desafio para a
cadeia produtiva nacional (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007). Para iniciar a
producdo de biodiesel no Brasil, o Governo, reconhecendo a importancia
socioecondémica (figura 10), viabiliza a criagdo do Grupo de Trabalho

Interministerial encarregado de apresentar pesquisas sobre a possibilidade da

44



utilizacdo de dleo vegetal para a produgcao do biodiesel, além de propor ag¢des

necessarias para 0 seu uso.

Selo Combustivel Social:
Aquisicao de matéria-prima oriunda
\ de agricultura familiar
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Figura 10. Pilares do Programa Nacional de produgao e uso do Biodiesel (PNPB)
Fonte: Ministério de Minas e Energia MME. Disponivel em <http://www.mme.gov.br>
Acesso em 15 jan., 2013.

Dessa forma, o PNPB vincula a produgéo de biodiesel com a agricultura familiar
no pais, gerando desenvolvimento local em regides economicamente menos
favorecidas (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007). Nesse contexto, o pinh&o-
manso mostra ser uma importante oleaginosa que agrega adaptagdao as
condicdes climaticas do nordeste, alta produtividade de matéria-prima a producéo

de biodiesel e a biomassa residual como adubo orgénico.

2.6.3.7 Toxicidade da Jatropha curcas L.

Elevado grau de toxicidade foi verificado nas sementes cruas, cozidas ou assadas
de J. curcas. Ratos tratados com dieta contendo estas amostras morreram num
periodo de 2 a 16 dias (LIBERALINO; BAMBIRRA; MORAES-SANTOS; VIEIRA,
1988). O extrato metandlico, éter de petrdleo e diclorometano das frutas
apresentou efeito abortivo em ratas gravidas (GOONASEKERA, et al., 1995). Os

Esteres de forbol, ou ésteres diterpenos sdo as substancias mais téxicas
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presentes na J.curcas L. pois sdo indutoras de formacédo de tumores e resposta
inflamatéria. Por ser lipossoluvel, grande parte dos ésteres diterpenos sao
extraidos juntamente com o 6leo (GONCALVES et al., 2009; ACHTEN et al.,
2010). Nao foram publicados até entdo relatos de outras variedades de J. curcas
L. sem atividade tdxica. Quanto a outras atividades biolégicas, a J. curcas L.
apresentou atividade cicatrizante em feridas. Em ensaios posteriores o extrato
bruto das cascas apresentou uma efetiva aceleragdo no processo de cicatrizacao
em ratos albinos (VILLEGAS et al., 1997).

Testes histopatolégicos detectaram uma aceleragdo no processo de cura com
maior concentragdo de colageno em forma de feixes, observou-se o aumento de
resisténcia do tecido epitelial da pele a ruptura e diminuicéo da ferida (SHETTY et
al.,, 2006). O extrato das folhas apresentou atividade antifungica contra fungos
isolados e o autor constata que este extrato tem um potencial uso com substancia
inibitéria em meios de cultura contra fungos contaminantes como Aspergillus spp
e Penicillium spp (AYANBIMPE et al., 2009).

2.6.8 Atividade farmacolégica da Jatropha curcas L.

Desde tempos remotos a planta pinhdo-manso é, usualmente, empregada na
medicina popular, na producdo de sabdo e para a iluminagdo de residéncias
(SATURNINO et al.,, 2006). No mundo contemporaneo, o produto extraido da
semente tem sido sugerido para fins energéticos. Além disso, a planta arbustiva
tem sido considerada uma grande opgao de cultivo agricola, em areas de solos
pedregosos e quase inagricultaveis (NUNES; PASQUAL; DOS SANTOS, 2008).

Preparacdes de todas as partes do vegetal, incluindo sementes, folhas e casca,
frescas ou como um decocto, sdo utilizadas na medicina tradicional (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002). O dleo das sementes tem acao laxante forte e também &
amplamente usado para doencas de pele e para aliviar dor causada por
reumatismo (GANDHI; CHERIAN; MULKY, 1995). A decocgédo das folhas é usada

contra a tosse e como antisséptico apos o nascimento (HELLER, 1996).
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Nos paises tropicais, a Jatropha curcas L., é utilizada tradicionalmente, também
como hemostatico, o que incentivou a realizacdo de estudos sobre a acgao
coagulante do latex produzido pela planta. O latex dessa planta demonstrou
atividade coagulante (OSONIYIl; ONAJOBI, 2003). Pesquisas apresentaram
também que, o Latex, possui ter propriedade antimicrobiana contra as espécies
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pyogenes e Candida albicans (THOMAS, 1989). O extrato bruto da casca do
caule de Jatropha curcas L. em estudo realizado em camundongos acelerou o
processo de cicatrizacdo de feridas por varios mecanismos, ainda néao
esclarecidos (SHETTY; UDUPA; UDUPA; VOLLALA, 2006).

Em 1994, Salas e colaboradores, analisaram o efeito cicatrizante do latex de
Jatropha curcas L. sobre feridas cirurgicas na pele de camundongos Balb/c. O
efeito cicatrizante foi observado apenas nos camundongos machos e doses
multiplas numa concentragédo acima de 50% apresentavam efeito caustico sobre a
pele tratada (SALAS et al.,1994). O extrato alcodlico dos frutos desta espécie
vegetal é também utilizado como hipoglicemiante. De acordo com Rau et al.
(2006), o extrato pode ativar os Receptores Proliferador de Peroxissomo Ativadas
(PPAR), que possuem importante fungdo na homeostasia da glicose e do lipidio, o
que permite relacionar uma possivel fungdo no tratamento da dislipidemia e da

diabetes.

Os extratos de frutos de pinhdo-manso demonstraram ainda interrupcdo da
gravidez em ratas, sugerindo mais estudos para elucidar se o efeito embriotoxico
€ devido a uma acgédo especifica ou resultado da toxicidade em geral
(GOONASEKERA et al., 1995). Ao mesmo tempo, para a avaliagdo da atividade
antinflamatoéria, de acordo com Mujumdar e Misar (2004), foi realizada uma
aplicagao tépica de uma pasta preparada a partir do p6é da raiz de Jatropha curcas
L. em ratos albinos. Essa atividade pode estar associada a mediadores
inflamatérios e ao metabolismo' do acido araquidénico produzido pela via da
cicloxigenase. Recentemente, a atividade larvicida do extrato etérico de Jatropha
curcas L. foi avaliado contra Aedes aegypti. Para tanto, este extrato, sugere ser
utilizado como tentativa, para obtencdo de uma resposta ecologicamente correta,
no controle dos vetores da dengue (RAUHMAN et al., 2008).
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No estudo de Rug e Ruppel (2000) foi sugerido que o extrato aquoso de
sementes verdes trituradas e frutos maduros de Jatropha curcas L. poderiam ser
utilizados no controle da esquitossomose, pois estes apresentaram atividade
contra o caramujo transmissor do Schistosoma mansoni e do S. haematobium.
Além disso, o extrato aquoso demonstrou atividade contra a cercaria e o0s
caramujos Biomphalaria glabrata, Bulinus truncatus e B. Natalensis (CHIMBARI;
SHIFF, 2008). Esta atividade foi associada aos ésteres de forbol (4 beta-phorbol-
13- decanoate) extraidos do 6leo dessa planta (LIU et al., 1997). Muanza; Euler;
Williams (1995), descobriram que um extrato metandlico de folhas de pinh&o-
manso, apresentou prote¢ao para linfoblastéides humanos cultivados em células
contra os efeitos citopaticos do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
Substancias isoladas da Jatropha curcas L. como: Jatropham, Jatrophine e
curcaina com propriedades anticancerigenas. Estes compostos contra
enfermidades de pele uUlceras e até mesmo hemorroidas em animais séo eficazes
(THOMAS; SAH; SHARMA, 2008).

Outros compostos bioativos de Jatropha curcas L. foram obtidos como proteinas
funcionais aquaporinas, glucanases, esterases, lipases e peptideos ciclicos de
potencial uso farmacéutico (jatrophidin) que mostrou atividade antifungica e
curcaciclina, a qual exibiu atividade antimalarica (DEVAPPA; MAKKAR; BECKER,
2010).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Fracionar, purificar e caracterizar através de procedimentos cromatograficos e
espectroscopicos, os extratos de folhas de Jatropha curcas L. e avaliar a atividade

antibacteriana das fragdes isolados.

3.2 Objetivos especificos

Fracionar, purificar extratos a partir de folhas da Jatropha curcas L. através de

procedimentos cromatograficos e espectroscopicos;

Avaliar atividade antibacteriana in vitro dos extratos, bem como os compostos
puros obtidos das folhas da Jatropha curcas L. contra diferentes bactérias Gram-

positivas através da técnica do disco em meio sdlido.

Fracionar e purificar através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
extratos a partir das folhas de Jatropha curcas L., biomonitorar a separagédo das

fragdes por ensaios de inibi¢gdo bacteriana (Técnica do disco);

Avaliar a atividade antibacteriana comparativa entre os extratos brutos e os

compostos fracionados, isolados e caracterizados.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos utilizados

Agitador de tubos (Marca: Vortex, Modelo: QL-901);

Balanga analitica digital (Marca: Marte, Modelo: AY220);

Banho maria (Marca: Fonem, Modelo: 100);

Camara de fluxo laminar (Marca: Pachane, Modelo: PCRT2);

Contador Eletrénico de Coldnias (Marca: QUIMIS, Modelo: Q295B);
Espectrofotrémetro UV-VIS com varredura (Marca: QUIMIS, Modelo: Q798U2VS);

Estufa de secagem com renovacgéo e circulagdo de ar (Marca: Fonem, Modelo: C-
LT);

Estufa para crescimento de Micro-organismos (Marca: Fonem, Modelo: C-LT);
Evaporador Rotatério com presséo reduzida (Marca: Fisatam, Modelo: 550);
Microscépico (Marca: QUIMIS, Modelo: Q708SK-PLCF);

Micropipetas de volume regulavel entre 5-50uL e 100-1000puL (LABMATE,
Modelo: LM 100, LM 200, LM 250 e LM 1000);

Multiprocessador (Marca: WALITA, Modelo: PA011);
Placa de petri de 90mm (MP90-251300);

Sealing film (Marca: Red is B exposed, Modelo BF-400-S).
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4.1.2 Solventes e produtos quimicos utilizados

Acetato de etila (CH3COOC2H5, P.M.: 88.11 g mol-1, Synth);

Agar Mueller Hinton desidratado (ACUMDIA, Michigam, USA);

Agar nutrientes (Himedia, M001-500);

Alcool Etanol hidratado 94,6% (CH3CH20H P.M.:46,06 g mol-1 , QEEL);
Alcool Metanol hidratado 94,6% (CH3OH P.M.: 32.04 g mol-1, QEEL);
Cloroférmio (CHCL3 P.M.: 119.38 g mol-1, Synth);

Hexano (CH3(CH2)4CH3 P.M. 86.18 g mol-1 Synth);

Disco Vancomicina (30ug 50Ib Laborclin).
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4.2 Métodos

Etapas basicas para obtencao dos extratos, fragcoes, a partir de folhas de Jatropha
curcas L. e, o bioensaio, técnica do disco em meio sélido, (figura 11), para avaliar

a atividade antibacteriana dos extratos e fragdes contra bactérias Gram-positivas.

Folhas de Jatropha curcas L.

[ Maceracdo e Filtracdo

Extrato Hidroalcodlico [ Espectrofotometro

Bruto /

CLAE

[ Particdo por solventes ] \Ir
/ [ Fracdes ]
Extrato
Hexanico l
Extrato
Cloroformi Extrato Acetato -
ororormico deEtila Antibiograma

[ Antibiograma ] [ Fracdo }

-
=

Antibacteriana

Figura 11. Procedimento para a obtencao dos extratos e fragdes, a partir de folhas
de Jatropha curcas L.
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4.2.2 Material vegetal
4.2.3 Folhas de Jatropha curcas L.

A coleta das folhas de Jatropha curcas L. foi realizada no municipio de Mutuipe,
localizado no sudoeste da Bahia (figura 12), especificamente na zona fisiografica
do recdncavo, regidao do Vale Jiquiri¢ca, de clima quente e umido e solo do tipo
latossolo. A coleta propriamente dita foi realizada com o auxilio da Comisséo

Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC).

Mapa da Bahia indicando a regido da coleta.
Latitude de 13° 15’ 0” ao sul e Longitude de 39°
31'0” a oeste.
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Figura 12. Mapa do Estado da Bahia destacando a localizagdo do municipio de Mutuipe.
Fonte: GOOGLE. Dados cartograficos 2014.

Uma exsicata do material vegetal foi depositada no Herbario da Faculdade de
Tecnologia e Ciéncias (FTC) em Salvador (BA), sob o numero 118 (figura 13),
onde foi realizada a identificagao da espécie da planta pela Botanica, Sonia Sales

de Oliveira, coordenadora do referido Herbario.
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Figura 13. Exsicata da espécie Jatropha curcas L. n°® 118. Fonte: (Herbario FTC/Salvador-
Ba).
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4.2.4 Preparacao dos extratos de folhas de Jatropha curcas L.

As folhas do vegetal em estudo foram secadas em estufa de circulagéo de ar a
45°C, por 48 horas. Em seguida, os peciolos foram descartados e preservou-se
apenas a regiao do limbo foliar para o processo de ftrituragdo em
multiprocessador. Retirou-se o material seco da estufa e foi triturada uma massa
inicial de 1500g de folhas secas do vegetal (Jatropha curcas L.), utilizando-se
multiprocessador (WALITA), padronizou-se 600g de p6 verde que, foi transferida
para um erlenmeyer de 2 L, adicionou-se 1,5L de solvente (Metanol P.A), coberto,
posteriormente, por folha de aluminio com pequenos furos, iniciando-se o

processo de maceragao.

A cada trés dias, filtrou-se o liquido da maceragdo em um frasco erlenmeyer,
utilizando-se funil de cano longo e papel de filtro (Watman), obtendo-se o extrato
hidroalcodlico bruto. Uma parte do material obtido (aproximadamente 50%) foi
utilizada para o processo de particdo por solventes (hexano, cloroférmio e acetato
de etila); a outra parte (50% restante) foi concentrada em rotaevaporador a uma

pressao reduzida (-700 atm, 40 °C e 90 rpm) do metanol.

4.2.4.1 Técnica de particdo por solventes

O processo para a extragao vegetal, tendo como ponto de partida a particdo por
solventes organicos de polaridades diferentes utilizando uma dissolugéo seletiva e
uma distribuicdo entre as duas fases imisciveis, orgénica e aquosa, pode ser

representada na ilustragao a seguir (Figurai14).
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Particdo por

/[ solventes ] \
[ Extrato Hidroalcodlico Bruto

[ Extrato Hexanico ] / \

[ Extrato Cloroférmico [ Extrato Acetato de Etila

Figura 14. Esquema que retrata a obtencdo dos extratos de J. curcas L. a partir da
particao em solventes

Utilizou-se a técnica de particdo por solventes (figura 15), a partir do extrato

metandlico bruto, as fragdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila.

—

-
e,

— ;5
! :1I
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Figura 15. Particao por solventes utilizando um funil de separacao.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.4.2 Obtengéao do extrato hexanico bruto

O extrato metandlico concentrado foi solubilizado com aproximadamente 300 mL
da mistura metanol/H,O (270:30) e transferido para um funil de separacéo. Para
tanto 300 mL de hexano, posteriormente, foram adicionados e extraidos. Repetiu-
se 3 vezes a particao com hexano e as 3 extragdes foram concentrados em

rotaevaporados (40°C, 90 rpm).

4.2.4.3 Obtengao do extrato cloroférmio bruto

Para a fase hidroalcodlico restante da particdo por hexano, adicionou-se 500 mL
de cloroféormio e repetiu-se, o0 mesmo procedimento descrito para o extrato

hexanico.

4.2.4.4 Obtencao do extrato acetato de etila bruto

Para a fase hidroalcodlico restante da particado por cloroférmio, adicionou-se 500
mL de acetado de etila e repetiu-se o procedimento descrito para o extrato
hexéanico. As fragbes hexanica, cloroformica e acetato de etila (figura 16), secas,

foram dissolvidas em metanol na concentragéo de 1 mg/mL.

- Fragoes -

. Hexano
. Cloroférmio

| Acetato de etila

Figura 16. Solugdes contendo extratos, hexano, cloroférmio e acetato de etila com
acréscimo de metanol como solvente.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.4.5. Obtencéao do extrato hidroalcodlico Bruto

O extrato hidroalcodlico bruto foi ressuspenso em 20 mL de metanol para
remocgao total do extrato hidroalcodlico seco do baldo de conservacdo. O extrato
foi armazenado e seco em um béquer foi pesado em capela com exaustor, no
intuito de evaporar todo o metanol utilizado. Apos 24 h gerou-se apenas extrato

hidroalcoolico bruto seco de aspecto pastoso de coloragéo verde e de odor forte.

4.2.5 Atividade Bioldgica

4.2.5.1 Material microbioldgico

A avaliacéo da atividade antibacteriana de extrato a partir das folhas da Jatropha
curcas foi realizada contra bactérias Gram-positivas das espécies como:
Stapylococcus aureus ATCC 25923 (C1), Staphylococcus saprophyticus ATCC
16305 (C2), e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (C3), Corynebacterium
spp ATCC 21745 (C4) e Micrococcus spp. ATCC 29829 (C5), foram fornecidos
pelo Laboratério de microbiologia, Faculdade de Tecnologia e Ciéncias (FTC),

Salvador, Bahia.

As bactérias foram mantidas em Agar nutrientes e conservadas em refrigeragao
(4°C) no Laboratério de Biotecnologia Industrial (LBIl) da Faculdade de Tecnologia
e Ciéncias (FTC) Salvador-Ba, sendo repicadas em intervalo de 30 dias para

manter as colénias sempre viaveis.

Determinou-se a sensibilidade dos micro-organismos frente ao uso do extrato
hidroalcodlico bruto seco, a partir do método de difusdo em Agar — Técnica do

Disco.

4.2.5.1.1 Padronizagao da densidade do inéculo bacteriano

Como a densidade do indculo influencia no resultado dos experimentos,

padronizou-se a concentragdo do indculo a ser utilizado, a fim de assegurar a
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reprodutibilidade dos ensaios. Inicialmente preparou-se a escala 0,5 de
McFarland que equivale & concentragdo bactéria (1,5 x 10® UFC/mL). Para isso,
adicionou-se 0,5 mL de cloreto de bario a 1% em 99,5 mL de acido sulfurico a 1%.
Em seguida, transferiu-se 2 mL dessa suspensao para uma cubeta, cubica de
quartzo, espectrofotométrica (BIER, 1981). Para calibrar a transmitéancia a 100%
em um espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 530 nm, utilizou-se agua
bidestilada.

4.2.5.1.2 Preparo dos in6culos bacterianos

Para o preparo dos indculos foram utilizadas as bactérias Stapylococcus aureus
ATCC 25923 (C1), Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 (C2), e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (C3), Corynebacterium spp ATCC
21745 (C4) e Micrococcus spp. ATCC 29829 (C5). Cada bactéria foi transferida
do meio de manutengéo (Agar nutrientes), para o meio Mueller Hinton e incubada
a 35 °C por 24 horas para ativacdo das culturas. Posteriormente, foram
capturadas com o auxilio de uma alga de platina de 3 a 4 colbénias da bactéria
ativada em Agar Mueller Hinton e transferidas para tubos de ensaio com 4 mL de
solugao NaCl 0,9% estéril, seguido de homogeneizagdo manual dos tubos por 20
segundos. A densidade do indculo foi ajustada por espectrofotometria a 530 nm,

por comparagao com a escala de 0,5 de McFarland (NCCLS, 2003).

4.2.6 Método da difusdo em Agar — Técnica do disco

4.2.6.1 Preparo dos discos

O preparo dos discos de papel contendo antibiéticos ou solugdes contendo o
extrato hidroalcodlico bruto seco seguiu a metodologia descrita pela Farmacopeia
Brasileira, 5 edigdo (ANVISA, 2010).

Utilizou-se os discos de papel filtro secos medindo 6 mm ou 342 pixels de

didametro, esterilizados pela autoclave a temperatura 121 °C/20’. Em camera de
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fluxo laminar (Pachane), distribuiu-se 10 a 15 discos em cada placa de Petri
estéril 90 mm de didmetro, previamente identificados, sendo uma placa para cada
concentracédo teste de extrato hidroalcodlico bruto seco de Jatropha curcas L.,
uma placa de petri para o controle positivo antibiotico de referéncia (Vancomicina)
e outra para o controle negativo (Metanol) solvente utilizado como veiculo a

impregnagao do extrato nos discos.

Para tanto, foram pesados 100 mg de extrato hidroalcodlico bruto seco de
Jatropha curcas L. em tubo Falcon de 15 mL e, posteriormente, foi adicionado 10
mL de metanol P.A., homogeneizado com o auxilio de Vortex por 10 segundos a

temperatura ambiente.

Da solugdo Méae (100 mg/10 mL) extrato/metanol, foi realizada 3 diluigbes: 1) a
partir da solucado Mae, foi retirado 400 pL e acrescentado 600 uL de metanol em
microtubo 1 de capacidade de 1,5 mL, que foi homogeneizado; 2) Da dilui¢éo 1,
(400 pL/600 uL) solugao/metanol, foi retirado uma aliquota de 500 uL e acrescido
500 uL de metanol em microtubo 2 homogeneizando-o e por fim, 3) da diluicdo 2
foi retirado uma aliquota de 500 pL e acrescentado 500 pL de metanol em
microtubo 3 homogeneizando-o. Cada diluigao foi utilizada para a impregnagao de

disco com o auxilio de micropipeta.

Para cada disco utilizado, foi inserido um volume padronizado de 5,5 pL de
solugdes testes e seus controles. Os discos impregnados com metanol (controle
negativo), e metanol mais o0 extrato em diferentes concentragdes foram
conservados por 24 h em suas respectivas placas de acordo com o extrato e suas
concentragcbes, no intuito de que, o metanol evaporasse por completo e nao
influenciasse no resultado. Sem deixar de ressaltar, o controle positivo, discos
contendo vancomicina (Biolab) na concentragcdo de 30 pg/disco. Os testes foram

realizados em triplicatas.

Realizou-se teste para padronizar o volume adequado do extrato a ser transferido
para cada disco de papel e a analise da preparacdo, no intuito de validar se o

procedimento poderia ser realizado no mesmo momento ou em dias posteriores.

Assim, foi realizado ensaio antimicrobiano piloto, juntamente com a preparagao

dos discos (método da difusdo em Agar) em varios tempos: 30 minutos, 5 horas,
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24 horas, 48 horas, 72 horas e apés 1 semana. Verificam-se, em ensaios que 0s
discos impregnados com o extrato de J. curcas L., apos 30 minutos poderiam ser
utilizados no experimento (antibiograma) sem que o metanol influenciasse no

resultado.

Foi realizado o teste de padronizacdo no intuito de avaliar a atividade
antimicrobiana através do método da difusdo em Agar, utilizando discos de papel
de filtro contendo os extratos da J. curcas L. nas concentrag¢des 11 ug, 8,3 ug, 5,5

Mg e 2,8 ug de extrato hidroalcodlico bruto seco de J. curcas L.

4.2.6.2 Avaliacao atividade do extrato de folha de Jatropha curcas L.

O teste utilizado para avaliar a sensibilidade antimicrobiana in vitro dos isolados
foi realizado utilizando a técnica de difusdo em Agar Mueller Hinton- técnica do
disco (BAUER; KIRBY; SHERRIS, 1966; ANVISA, 2010). O Agar Mueller Hinton,
depois de fundido e previamente autoclavado 121 °C/20 min, foi depositado em
placas de Petri estéril de 90 mm. Em seguida, apds o meio ser solidificado, as
placas foram acondicionadas e conservadas em geladeira a temperatura 5 °C até
72 h.

Retirou-se da geladeira as placas contendo meio Mueller Hinton, preparadas
antecipadamente que fossem conservadas em repouso até atingir a temperatura
ambiente 25 °C a 27 °C. Posteriormente, para a coleta das bactérias testes, foram
retiradas do meio de preservagao (Agar nutrientes) 4 °C do banco de colbnias do
Laboratério de Biotecnologia Industrial (LBI). As cepas bacterianas foram
repicadas no Agar Mueller-Hinton e conservadas em estufa bacterioldgica (37

°C/24 h), no intuito de revitalizar as colénias.

Com o auxilio da alga de platina estéril apés crescimento bacteriano em Agar
Mueller-Hinton, foram coletadas 3 a 4 colbénias de cada bactéria teste e

inoculadas em tubos de ensaio com rosca, contendo 5,0 mL de solugédo salina
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homogeneizando-as até atingir a turbidez correspondente a 0,5 da escala de

McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) ou 530 nm de absorbancia no espectro.

Logo apds, foram pipetados 100 uL da solugéo salina contendo as bactérias teste
e distribuidas uniformemente sobre a superficie do Agar Mueller Hinton,
utilizando-se Swab estéril para o espalhamento. As placas permaneceram em
repouso, em temperatura ambiente, até a solugdo ser adsorvida pelo Agar

(aproximadamente 3 minutos).

Utilizando-se uma pinga esterilizada, foram distribuidos os discos de papel de
filtro impregnados com as solugdes teste e controles uniformemente sobre a
superficie do Agar previamente inoculado com as cepas bacterianas com um

intervalo minimo de 15 mm de distancia entre os discos.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por um periodo de
24-48 h. Apds a incubacgéo, foram fotografadas as placas e medidos os halos de
inibicdo do crescimento bacteriano através do programa informatizado /mage

Manipulation program GIMP (http://www.gimp.org/Downloads).

A anadlise da atividade antimicrobiana foi determinada com base no didmetro dos
halos de inibicdo bacteriana através da férmula matematica retratada pela figura
17.

H = (@,/3) — (D,/3)
H — Halo de inibicao bacteriana

@, — Soma dos didametros em triplicata da circunferéncia total
@, — Soma dos didametros em triplicata da circunferéncia do disco

Figura 17. Formula matematica para determinar o halo de inibicado bacteriana através da
técnica do disco em meio solido.

4.2.6.3 Analise do perfil cromatografico dos processos extrativos

A avaliagao do perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foi realizada no Laboratério de Biotecnologia Industrial (LBI) da Faculdade

de Tecnologia e Ciéncias (FTC) Salvador-Ba. Na CLAE, utilizou-se uma coluna
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Lichrospher Merck C18 semipreparativa (4,5 ml de volume de leito de poros e 10
pMm) com coluna equilibrada a 40 °C a um fluxo de 6 mL/min. Na fase movel,
utilizou-se o metanol ao um fluxo de 4mL/min. O extrato analisado foi preparado
na concentragao de extrato 1 mg/mL de MeOH. O volume de injegao foi de 20 pL
com detecgao por absorbancia no UV a 210 nm, utilizando-se o metanol na
eluicao de forma gradiente. Da mesma forma, o fracionamento cromatografico do
extrato hidroalcodlico bruto seco de J. curcas L., foi realizada utilizando C18
semipreparativa (4,5 ml de volume de leito de poros e 10 um) com coluna
equilibrada a 40 °C a um fluxo de 6ml/min. Sendo que a detecc¢ao, foi realizada
por absorbancia no UV a 210 nm com eluigdo isocratica 90:10 metanol/agua

respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Identificagdo botanica do material vegetal

Embora os vegetais apresentem diversos compostos originarios do seu
metabolismo tanto primario como secundario os compostos bioativos apresentam
em sua maioria menor concentragdo e, portanto, a analise dessas substancias
ativas torna-se complexa e demorada (MALHERIROS et al., 2001).

O extrato metandlico bruto, e o extrato hexanico, cloroférmico e acetato de etila
das folhas da Jatropha curcas L. foram submetidos aos ensaios de avaliagao de
atividade antibacteriana, como descritos no item 6.2.6.2. O extrato com maior
atividade foi direcionado para o fracionamento através do CLAE e a difusdo em

meio soélido (técnica do disco) como analise qualitativa.

A espécie Jatropha curcas L., foi identificada pelo Departamento de Biologia (DB),
especificamente no Herbario da Faculdade de Tecnologia e Ciéncias (FTC)

Salvador-Ba, onde ha uma exsicata 118.

5.2. Rendimento obtido no processo de extragao

A partir da extragdo hidroalcodlica ou metandlica seguido da técnica de partigdo
mais rotaevaporador, resultou nos extratos metandlico, hexanico, clororoférmio e
acetato de etila, nas concentragdes aproximadamente de 29,7g/L, 4,64g/L, 23,7g/L
e 2,1g/L e rendimentos de 4,95%; 0,77%; 3,95%; e 0,35%, respectivamente.

5.3. Avaliagéo da atividade antibacteriana dos extratos de Jatropha curcas L.

Inumeras pesquisas estdo sendo feitas em todo o mundo com vegetais que tém
sido comprovados propriedades antimicrobianas. Assim, estas propriedades
antimicrobianas s&o estudadas e avaliadas através de estudos e ensaios in vitro
como o teste de susceptibilidade ou sensibilidade (SOUZA et al., 2003). Sendo
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assim, para iniciar o estudo biomonitorado pela atividade antibacteriana, o extrato
hidroalcodlico bruto seco a partir das folhas de Jatropha curcas, foram ensaiadas
pela metodologia da difusdo em Agar (técnica do disco), com o intuito de avaliar o

perfil de sensibilidade frente bactérias patogénicas, Gram-positivas.

Os extratos isolados das folhas da Jatropha curcas L. foram avaliados quanto a
sua capacidade em inibir o crescimento e/ou destruir os microorganismo in vitro.
Utilizou-se a técnica do disco em Meio Sdlido (Agar Mueller Hinton) como analise
qualitativa. Sendo assim, para a determinagdo da atividade antibacteriana foram
utilizadas as bactérias: Stapylococcus aureus ATCC 25923 (C1), Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305 (C2), e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
(C3), Corynebacterium spp e Micrococcus spp, representando o grupo das Gram

positivas conforme mostra a figura 19.

Através da avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico e extrato
(hexanico, cloroférmio e acetato de etila) pela técnica do disco em difusdo em
Agar apresentaram somente atividade inibitéria dos extratos metandlico e
hexanico contra: Stapylococcus aureus ATCC 25923 (C1), Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305 (C2), e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
(C3). Por outro lado, os extratos nao exibiram inibicdo contra Corynebacterium
spp ATCC 21745 (C4) e Micrococcus spp. ATCC 29829 (C5). Os extratos
Cloroformio e Acetato de etila ndo apresentaram nenhuma atividade

antibacteriana contra as cepas de bactérias testadas.

O inéculo bacteriano em meio Mueller Hinton e adi¢cao dos discos em ftriplicata,
devidamente impregnados com o extrato metandlico e hexanico, apds 24 horas
apresentaram formacdo de halo circundante ao disco, demonstrando potencial

inibitério ao crescimento bacteriano.

De acordo com a analise de proporcionalidade entre os halos de inibicdo e a
concentragéo o extrato metandlico e hexanico no método de difusdo com uso dos
discos, houve diferenca entre as quatro concentragdes testadas, ou seja, 2,8 ug <
55 pug < 8,3 ug e < 11 ug. No entanto, no que diz respeito a quantidade de
produto vegetal, ndo houve inibicdo proporcional pela formagdo de halo,
sugerindo ser pela dificuldade do extrato e solvente em difundir-se

proporcionalmente no meio sdlido pela diferenca de polaridade.
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A atividade antibacteriana observada permitiu concluir que, conforme mostra a
tabela 1, para as espécies ensaiadas, o extrato hidroalcodlico bruto seco
apresentou atividade apenas para o género Gram-positivo (Staphylococcus), néo
apresentando assim, nenhuma inibicdo do crescimento nas demais bactérias
testadas. Estes resultados, provavelmente, estdo relacionados com as diferengas
na composi¢ao quimica da membrana existem entre os grupos de bactérias,

como permeabilidade, composicao e estrutura da parede celular.

De acordo com a figura 18, verifica-se a inibicdo do crescimento bacteriano da
cepa de S. aureus através da formagao do halo em torno dos discos impregnados
com extrato hidroalcodlico bruto seco de Jatropha curcas L., representados pelos
discos 1 a 4, maior concentragcdo para menor concentragao, respectivamente,
demonstrando atividade proporcional da concentragdo do extrato teste utilizada
na impregnacgao. Alem disso, € importante salientar que em todas as cepas de
bactérias testadas apresentaram intensa inibicdo do crescimento bacteriano em
torno do disco controle positivo, 30ug de vancomicina (Van 30). No entanto,
quanto ao controle negativo (controle X) ndo houve inibigdo do crescimento
bacteriano, impregnado exclusivamente com metanol, solvente usado para

veicular o extrato hidroalcodlico bruto seco de Jatropha curcas L.
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Bactérias
C1 - Staphylococcus aureus
C2- Staphylococcus saprophyticus
C3- Staphylococcus epidermidis
C4 - Corynebacterium spp.

CS5 - Micrococcus spp.

Figura18. Atividade antibacteriana do extrato hidrolalcoolico bruto de Jatropha curcas L.
contra retratada pela formagao de halo ao redor dos discos 1) 11ug; 2) 8,3ug; 3) 5,5ug; 4)

2,8g; controle positivo (vancomicina 30ug) e nao formacgao de halo (X) controle negativo.

Como podem ser evidenciados na Tabela 1 e 2, os ensaios de atividade
antibacteriana demonstraram que o extrato metandlico e extrato hexanico,
respectivamente, a partir das folhas da Jatropha curcas L., apresentaram
atividade contra bactérias do género Staphylococcus, revelando que esta planta

apresenta especialidade contra este grupo de bactérias.
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Tabela 1 — Atividade antibacteriana do extrato metandlico J. curcas L. pelo método
da difusdo em Agar (Técnica do disco).

Média* £ EPM do halo de inibicao

Controle Concentragdo do extrato metandlico da Jatropha curcas L.
Bactérias Positivo 11pg 8.31g 5.5ng 2.8ug
Cl 420,5* £0,5 144 5%+ 16,3 12515+ 7 102*+ 104 92,6*+18
C2 469,9*+ 0.7 185,5*+£147 164,3*+ 82 120,7*+£ 15,1 101,5%£ 14,7
C3 416,1*£ 0,2 166% £ 3.8 1468 *£143  111.6%+ 145 90,3*+ 3,6
C4 480.5%+ 0.5 % $k * %
C5 423.5%0.5 4 ¥ o g

R = |
Staphvlococcus  aureus (C1), Staphviococcus saprophvticus (C2), Staphvlococcus  epidermidis  (C3),
Corynebacterium spp (C4) e Micrococcus spp (C5). Controle positivo: Vancomicina 30 pg: (*) Média de trés
ensaios; (**) ndo aplicével. pois ndo houve formacéo de halo de inibicao.

Tabela 2 — Atividade antibacteriana do extrato hexanico J. curcas L. pelo método
da difusdo em Agar (Técnica do disco).

Média* £ EPM do halo de inibi¢ao

Controle Concentragdo do extrato hexanico da Jatropha curcas L.
Bactérias Positivo 11pg/mL R.31g 5.51g 2.8ug
el 420,5%£ 0.5 132%+ 1,0 109.8% + 6.1 95.8%+1.8 e =
02 469.9*+ (.7 86.6*=1.9 107.3*+ 16,8 86.8*+6.5 67,6¥+2.8
(3 416,1*+ 0.2 112.8%53 81,9*+5,3 T34*+54 69.4%+10.2
C4 480.5%+ 0.5 %k *x *x *k
5 423,5%£ 0.5 e e o e

. _________________________________________________________________________________________________________________|
Staphvlococcus  aurens (C1).  Staphvlococcus  saprophvticus (C2), Staphvlococcus  epidermidis  (C3).
Corynebacterium spp (C4) e Micrococcus spp (C5). Controle positivo: Vancomicina 30 pg; (*) Média de trés
ensaios; (**) ndo aplicavel, pois ndo houve formacdo de halo de inibicdo.

68



O controle negativo (metanol) ndo apresentou atividade antimicrobiana frente a
nenhum micro-organismo testado. No entanto, o controle positivo (antibiético
Vancomicina) apresentou inibigdo dos micro-organismos testados conforme o
esperado. O tratamento de escolha para Staphylococus é a penicilina, porém, o
surgimento e disseminagdo de amostras resistentes, atribuido a producdo de
enzimas denominada penicilinases ou betalactamases, codificada por genes

plasmidiais, vem limitando a atuag¢éo deste farmaco (TAVARES, 2002).

Além disso, meticiclinas e outras penicilinas semissintéticas (oxacilina e
cloxacilina) depois de um periodo de dois anos aproximadamente do inicio do seu
uso, apresentam resisténcia que sugere estar relacionadas as proteinas ligadoras
de penicilinases (PBP), sendo que seus determinantes génicos parecem ser
cromossomais. Para tanto, utilizou-se a vancomicina como controle positivo neste
ensaio, pois este antibidtico apresenta melhor alternativa terapéutica
principalmente em infecgdes graves, empregado no tratamento especifico para
bactérias Gram-positivas (TAVARES, 2002).

As culturas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e
Staphylococcus epidermidis apresentaram halos crescentes de inibicdo de
crescimento bacteriano de acordo com os extratos e as concentragdes testadas,

como sao observados nas figura 19 a 24.

Staphylococcus aureus Staphylococcus saprophyticus

Vanc 30 pg d 420,5
11pg e 1445
8,31 | 125,1
5,518 e 102
2,81g | 92,6

T T T 2,8ug J 1015

Vanc 30 ug "'59,9
1lpe e 1855
83nz | 1643
5,50g | 120,7

0 100 200 300 400 500 ' ' ‘ ‘ ‘
a 100 200 300 400 500
i Halo (pixels) M Halo (Pixels)

Figura 19. Halos de inibicdo do Figura 20. Halos de inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus crescimento da ~ bactéria
aureus pelo extrato metandlico obtidos Sataphylococcus  saprophyticus  pelo
em comparagdo ao antibidtico de extrato  metandlico  obtidos  em
referéncia. comparagéo ao antibiotico de

referéncia.
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Staphylococcus epidermidis

Vanc 30 ug d 416,1
11HE  fed 166
8,318 | 146,8
5,518 4 1116
2,38 jusd 90,3
\

0 100 200 300 400

i Halo (Pixels)

Figura 21. Halos de inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus
epidermidis pelo extrato metandlico
obtidos em comparacado ao antibidtico
de referéncia.

Staphylococcus saprophyticus

Vanc 30 g

1lug

500

8,3ug
5,518
2,8ug
0 100 200 300 400 500
H Halo (Pixels)

Figura 23. Halos de inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus
saprophyticus pelo extrato hexanico
obtidos em comparacao ao antibidtico
de referéncia.

Staphylococcus aureus

Vanc 30 pg 420,5
11pg
8,3ug
5,518

2,8ug

M Halo (Pixels)

Figura 22. Halos de inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus
aureus pelo extrato hexanico obtidos em
comparacao ao antibiotico de
referéncia.

Staphylococcus epidermidis

Vanc 30 pg 416,1
1lpg
8,318
5,50

2,8ug

M Halo (Pixels)

Figura 24. Halos de inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus
epidermidis pelo extrato hexanico obtidos
em comparacao ao antibidtico de
referéncia.

Para Srinisavasan e colaboradores (2001), ha uma relagdo entre o teor de

determinadas substancias ativas existentes na planta e a atividade dessas

substancias contra bactérias Gram-positivas, pois estas apresentam parede

celular quimicamente menos complexa, menor teor lipidico e auséncia de uma

membrana celular externa em comparagao com as Gram-negativas.

InUmeros pesquisadores relatam, em seus experimentos, que a relacdo entre a

sensibilidade microbiana aos extratos de vegetais e a estrutura celular das

bactérias ndo estdo bem definidas, e também nao possuem uma regra geral para
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tais interacdes. Sendo assim, é proposto que uma agao inibitéria mais eficaz ou
menos eficaz dos extratos sobre as bactérias podem ser associadas a
peculiaridade da composigédo dos extratos agindo sobre a composi¢ao celular dos
micro-organismos (DORMAN; DEANS, 2000).

De acordo com os resultados da formacdo de halo, inibicdo do crescimento
bacteriano, verifica-se que, o extrato metandlico em relagdo ao extrato hexanico
apresentou maior atividade antibacteriana. Os dados sédo apresentados na Figura
25.

180 - 165
160 1 ] 145

140 - ]
110 1114
120 - 09,7 94,8 [ Média dos halos a partir do

100 - ] B3 76 extrato metanolico (Pixels)
80 -
60 - B Meédia dos halos a partir do

10 - extrato Hexanico (Pixels)
20 -

Media geral dos halos {Pixels)

1,0ug/mL  0,75ug/mL  0,50ug/mL  0,25ug/mL
Concentracao dos extratos

Figura 25. Analise dos extratos com atividade antibacteriana.

5.4. Andlise da atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico bruto de

Jatropha curcas L.

O extrato alcodlico de J. curcas L., por ter apresentado maior formacao de halo
circundante ao disco (atividade antibacteriana), para todas as espécies de
Staphylococcus testadas. O extrato hidroalcodlico bruto seco configurou-se como
o extrato de maior eficiéncia para ser utilizado no fracionamento do extrato de

folhas de Jatropha curcas L. Para tanto, a figura 26, retrata a inibigdo de
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crescimento dos micro-organismos sensiveis de acordo com a avaliagdo dose
resposta.

200

180 | @ S aureus
O S. saprophyticcus

V s epidermidis
160

140

Diametro do halo (pixel)

120

100

2 4 6 8 10 12
Quantidade de extrato (1)

Figura 26. Avaliacdo dose resposta do extrato hidroalcodlico bruto de Jatropha curcas L.
contra bactérias do género Staphylococcus.

Em prosseguimento ao estudo biomonitorado, a investigagdo concentrou-se na
analise preparativa do extrato (absorbancia de 1 mg/ml e 0,1 mg/ml) por varredura
utilizando comprimento de ondas diferentes determinadas pelo espectrofotometro

UV/VIS tendo como branco o etanol. Como segue na figura 27.

1,0

210Inm T T T T L T T

360 nm

08

0,6

04

0,2 660 nig

0.1 mg/mL *
0 0 L L

’200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Espectro de absorcédo UV/Vis do extrato hidroalcodlica bruto seco de J. curcas
L.
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De acordo com Skoog (2002), cada comprimento de onda no espectrofotdmetro
pode ser um indicador de determinados metabolitos secundarios de vegetais.
Para tanto, segue (Tabela 3), a correlacdo dos comprimentos de ondas e

possiveis compostos organicos de origem vegetal.

Tabela 3. Bandas de absorcéao eletrénica de cromoéforos

Funca&ao Grupo
organica funcional Comprimento de onda
Aldeido -CHO 210
Amino 0 195
Brometo -Br 208
Carbonila =C=0 195
270-285
Carboxila -COOH 200-210
Dissulfeto -5-5 194
295
Ester -COOR 205
Eter -O- 185
Nitro 0 210
Nitroso -NO 302
Tiocarbonila =C=5- 205
Tioeter 5o 194
215
Tiol -5H 195

Fonte: SKOOG, HOLLER; NIEMAN, (2002).

5.5 Monitoramento do perfil cromatografico através da CLAE

A analise cromatografica com o auxilio da CLAE desenvolveu-se com a finalidade
de monitorar possiveis alteragdes no perfil cromatografico decorrentes do
processo de extracdo do material vegetal. Para isso, procedeu-se com a escolha
do A (comprimento de onda) a ser utilizado no detector do equipamento CLAE,
através da analise do espectro do UV da fracdo apolar. Dessa forma, os
cromatogramas permitiram a visualizagdo do perfil quimico do extrato. Pode-se

observar que o cromatograma realizado com A 210 nm apresentou com maior
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clareza os picos no cromatograma (figura 28), ao aumentar o valor de A diminui

deteccao pelo equipamento.

3e+5

2e+5

<
2 a5t
= [
2
1e+5 J
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o 240 8’\0
o ; oo
1l -~ : —— 0.
W e e
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T - 40
empo de eluigio (min) (P&

Figura 28. Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcodlico bruto seco de J.
curcas L. por CLAE.

5.6 Fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto seco de J. curcas L. a partir da
CLAE

A analise cromatografica, para o fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto
seco de Jatropha curcas realizou-se a partir da Cromatografia Liquida de Alto
Eficiéncia (CLAE), com um Lichrospher Merck C18 semi-preparativa (4,5 mL de
volume de leito de poros e 10 mm) com coluna equilibrada a 40 °C a um fluxo de
6ml/min. A deteccgao foi feita por absorbancia no UV a 210 nm. A figura 29, mostra
um cromatograma com eluicdo isocratica, com metanol a 100%. Este
cromatograma, gerou varios grupos de picos que foram enumerados como: Fl,
FII, Flll, FIV, FV e FVI, foram testados separadamente pelo teste do disco em
meio solido contra a espécie Staphylococcus aureus. Dos seis grupos de picos
gerados pelo CLAE, apenas o grupo FlI com o tempo de retencédo até 4 minutos,

demonstrou atividade antibacteriana. Enquanto na figura 30, mostra a
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cromatografia executada com eluicdo isocratica 90:10 metanol/agua
respectivamente. O metanol com o acréscimo de agua 10% possibilitou ainda que
parcialmente, a separacado dos picos, que a principio encontravam-se quase que

sobrepostos no grupo Fl.

FI FII 2t
200 T FVI
FII
15r
= FIV
a 10
<
05t
0.0 "‘J\./\/LA_ r~r—J\,

0 5 10 15 20 25 30

Tempo de retengdo (min)

Figura 29. Fracionamento biodirecionado a partir do extrato hidroalcodlico bruto de

Jatropha curcas utilizando CLAE com eluicao isocratica metanol 100%.
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Figura 30. Fracionamento biodirecionado a partir do grupo de picos (FI) do extrato
hidroalcodlico de Jatropha curcas L. gerado pela CLAE com eluicdo isocratica

metanol/agua 90:10 respectivamente.
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Os picos foram reunidos, a partir de corridas semipreparativas utilizando a CLAE.
O Metanol foi separado das fragdes por rotaevaporador a 40 °C e 120 rpm. As
fracbes secas foram ressuspensas em metanol, que posteriormente foram
acrescidos nos discos padronizados para o ensaio (antibiograma) e determinada
a atividade antibacteriana, através da formacdo de halo de inibigdo de
crescimento bacteriano em meio sélido através do Teste do disco, como é

visualizada na Figura 18.

5.7 Atividade antibacteriana de fracbes do extrato hidroalcodlico bruto de J.

curcas L. contra Staphylococcus aureus

Os picos ou fracdes obtidos por separacdo em CLAE foram testados em relagao a
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus. Dos nove picos testados
no ensaio do disco em meio sélido (técnica do disco), apenas um unico pico do
cromatograma demonstrou atividade antibacteriana pela formagéo de halo ao

redor do disco 2 (fracéo dois). Figura 31.

Figura 31. Atividade antibacteriana da Jatropha curcas. Fracbes obtidas por CLAE. (A)
fragdes 1 a 5, (B) fragdes 6 a 9 e (X) controle negativo (metanol) pela técnica do disco em

meio solido.

76



Verificou-se que, de todas as fragbes testadas (1 a 9) obtidas pelo auxilio do
CLAE no ensaio, teste do disco, para avaliar a atividade antibacteriana das
fracoes do extrato hidroalcodlico de Jatropha curcas L., contra a espécie
bacteriana Staphylococcus aureus, apenas ha evidéncia formagdo de halo
(atividade antibacteriana) circundando o disco de numero (2) que corresponde a
fragdo 2. Dessa forma, sugere-se que, o composto bioativo com possivel

potencial de atividade antibacteriana, esteja concentrado neste pico.

5.8. Analise comparativa da atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico

bruto seco, fragbes do extrato por CLAE e da Vancomicina

Realizando uma comparacédo do antibidtico de referéncia, Vancomicina 30 ug
(Controle positivo), com o extrato hidroalcodlico bruto 11 ug e, a fragéo (2) 3,6 ug
(Tabela 3), verifica-se que, a fracdo 2, hidroalcodlica detém maior inibigdo do
crescimento bacteriano da espécie Staphylococcus aureus (C1), pois a fragéo 2,
apresentou aproximadamente 45% a mais do valor em pixels do seu halo quando

comparado a vancomicina em mesma proporgao, ou seja, 3,6 ug.

Tabela 4. Analise comparativa da atividade antibacteriana da fracdo 2 do extrato
hidroalcodlico, extrato hidroalcodlico bruto e a Vancomicina contra a bactéria
Staphylococcus aureus.

Discos Concentracao Atividade Antibacteriana
Fracao 2 3,6 ug 789* + 0,21
Extrato hidroalcodlico 11 ug 144 5*+ 0,37
Vancomicina 30 ug 420,5*+ 0,5

+ Desvio padrao das médias dos halos de inibicao bacteriana.
*Médias dos halos em pixels (atividade antibacteriana).

O composto ativo, conservado pela fragdo 2, a partir, do fracionamento do extrato

hidroalcodlico bruto de Jatropha curcas L., por Comatografia Liquida de Alta

77



Eficiéncia (CLAE), caracteriza atividade antibacteriana contra a o Staphylococcus
aureus através da técnica do disco (Agar Miller Hinton), por apresentar formagao
de halo de inibicdo bacteriana. Dessa forma, € evidente a constatacdo de que o
componente vegetal bioativo a partir do extrato de folhas de Jatropha curcas L.,
sugere ser substancia de grande importancia, no que diz respeito, a atividade
antibacteriana contra o Staphylococcus aureus, pois esta bactéria € uma das
maiores causadoras de infecgdes hospitalares e que pode propiciar agravos de

infermidades ou até mesmo a morte do ser humano.
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6. CONCLUSAO

Extratos obtidos através das folhas de Jatropha curcas L., apresentaram
pronunciada atividade antibacteriana, através da técnica do disco em meio sdlido,

contra bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus.

Verificou-se, que os extratos hidroalcodlico e hexanico de J. curcas L.,
demonstraram atividades especificas contra as bactérias testadas (Stapylococcus
aureus Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis) e nao foi
evidenciada atividade antibacteriana contra as bactérias (Corynebacterium spp e

Micrococcus spp).

Utilizou-se o extrato hidroalcodlico bruto seco e a cepa da espécie
Staphylococcus aureus, como padrdes nos ensaios de biodirecionamento para o
fracionamento e purificagdo do composto vegetal ativo, pois o extrato
hidroalcodlico apresentou melhor atividade antibacteriana e a cepa

Staphylococcus aureus melhor reprodutividade dos resultados.

Apenas a fragdo 2 do extrato hidroalcodlico, demonstrou atividade antibacteriana
contra o Staphylococcus aureus, que quando comparada ao extrato hidroalcodlico
bruto e a Vancomicina, controle positivo, pela Técnica do Disco em meio sdlido,

apresentou maior atividade antibacteriana.

O extrato antibacteriano de folhas do pinh&o-manso constitui uma perspectiva
para obtengdo de antibidtico natural, por apresentar evidente atividade
antibacteriana frente aos  micro-organismos,  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis, e contribui para
justificar o uso da Jatropha curcas L. no tratamento de infecgdes pela medicina

popular.
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