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RESUMO

Jatropha curcas L. € constituido por 175 espécies tropicais e esta inserido na
familia Euphorbiaceae, onde muitas espécies apresentam grande potencial quimico
e biologico por serem ricas em estruturas quimicas e com atividades bioldgicas e
farmacéuticas. Por meio da biotecnologia 0 homem vem ha muito tempo explorando
a producéo de novas formas de utilizacao direta ou indireta dos vegetais. Vem sendo
utilizada principalmente na area da saude e ha uma elevada descoberta de
matérias-primas empregadas pela industria farmacéutica que compdem espécies
vegetais de todo tipo. Embora os principios ativos que constituem os medicamentos
sejam as vezes de processos quimicos, ha varios metabolitos secundéarios e
antibioticos utilizados no controle de infec¢des bacterianas proveniente de espécies
vegetais. As plantas também tém a capacidade de ajudar na despoluicdo de novos e
antigos contaminantes que comprometem a saude e a sustentabilidade do meio
ambiente através da fitoextracdo. Sendo assim, este trabalho propbs-se avaliar o
potencial de fitoextracdo de nove espécies coletadas na Minado Sossego/Canaé dos
Carajas, através das andlises da porcentagem de cobre presentes na biomassa
destas. Em conjunto com a analise do screnning fitoquimico dessas espécies,
selecionou-se a Jatropha curca L., pois a mesma, além de apresentar potencial
fitoextratora de cobre, também mostrou resultados positivos para diversas classes
de substancias. O extrato etandlico das raizes provenientes de Jatropha curca L.
apresentou atividade bacteriostatica frente a bactéria Escherichia coli. O estudo
fitoquimico deste extrato permitiua identificacdo de trés substancias: os esteroides

sitosterol, estigmasterol e o triterpeno a-amirina.

Palavras-chave:Jatropha curcas L., fitoextratora e estudo fitoquimico
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1 - INTRODUCAO

A parte dos avancos, a aplicada tem evoluido desde a antiguidade para achar
novas respostas as crescentes necessidades humanas, tanto na alimentacdo como
nas aplicacdes médicas, téxteis, industriais e como fonte de energia renovavel. O
papel das plantas na medicina expandiu-se para além de seu uso tradicional e
continuo na farmacia, para tratar de converter a varias espécies de plantas em
fabricas de anticorpos monoclonais e outros compostos biofarmacéuticos.
(NOGUEIRA, 2000 apud FARIA 2010).

Um dos mais importantes campos de aplicacdo da pesquisa € o da saude.
Uma elevada porcentagem das matérias-primas empregadas pela industria
farmacéutica se compde de espécies vegetais de todo tipo, embora os principios
ativos que constituem os medicamentos sejam as vezes produto de processos
quimicos. (NOGUEIRA, 2000 apud FARIA2010).

Alcaloides, antibioticos, Oleos essenciais, vitaminas e uma infinidade de
outras substancias de fundamental interesse terapéutico tém como fonte espécies
plantas dos mais variados tipos. A importancia econémica dos recursos obtidos do
reino vegetal é inegavel. O homem depende para a sua sobrevivéncia e bem estar
de recursos naturais, 0s quais em grande parte provém delas (NOGUEIRA, 2000
apud FARIA 2010).

A investigacao preliminar de constituintes quimicos representa, muitas vezes,
um estimulo motivador da curiosidade, j& que possibilita 0 conhecimento prévio dos
extratos e indica a natureza das substancias presentes, facilitando a escolha de
técnicas de fracionamento cromatografico. (MATOS, 1971).

A populacao brasileira, de um modo geral, guarda um saber significativo a
respeito de métodos alternativos de cura das doencas mais frequentes as
comunidades tradicionais possuem uma bagagem maior sobre o assunto.
(AMOROSO0,1996).

Algumas plantas tém a capacidade de acumular em seus tecidos 0s
contaminantes extraidos do solo, da agua ou do ar, sem, no entanto, degrada-los.

Esse processo de remediacdo € chamado de fitoextracdo (ANDRADE et al, 2007).
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A fitoextracdo busca identificar os genes responsaveis e maximizar processos
gue ajudem na despoluicdo de novos e antigos contaminantes que comprometem a
salde e a sustentabilidade do meio ambiente. As tecnologias baseadas em uso de
vegetais para remediacdo de solos contaminados sdo cada vez mais utilizadas em
paises desenvolvidos (ANDRADE et al, 2007).

O aquecimento global e suas consequéncias nos lembram de que
providéncias urgentes precisam ser tomadas, a eliminacdo da vegetacdo e o
aumento da poluicdo tem correlacdo inversa e tem ocorrido de forma concomitante,
mas sem receber a devida atencdo. A vegetacao funciona como um filtro natural e
sua eliminacdo provoca consequéncia desastrosa, seja diretamente na capacidade
de remover/imobilizar/metabolizar rejeitos ou, indiretamente, na diminuicdo da
diversidade da biota do solo (ANDRADE et al, 2007).
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2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de fitoextracdo de nove espécies coletadas na Mina do
Sossego\Canaa dos Carajas, assim como realizar o screnning fitoquimico dessas,
para posterior estudo fitoquimico de uma delas.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar o teor de cobre (Cu) de 16 espécies coletada Canaad dos

Carajas-PA;
v Realizar screnning fitoquimicos dessas espécies;
v Preparar extrato bruto da espécie selecionada;
v Realizar o estudo fitoquimico do extrato;
v Isolar e identificar os compostos;
v Realizar ensaios antimicrobianos dos extratos e das substancias

isoladas.
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3 - REVISAO BIBLIOGAFICA

3.1 — PRODUTOS NATURAIS

Até meados do século XX, as plantas e seus derivados constituiam a base da
terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do
século XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso (MACHAD et al., 2007
apud FERNANDES 2012).

Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados s&o de origem
sintética e cerca de 25% s&o de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-
sintese. Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e dos processos
biotecnolégicos, cerca de 25 % dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados séo originarios de plantas, oriundos de nada mais do que 90
espécies, na utilizacdo na terapia moderna (SAXENA, 1983; TAVARES, 2002 apud
FERNANDES 2012).

No advento do terceiro milénio, cerca de ¥ da populagdo mundial dependem
ainda dos poderes curativos das plantas, pode-se considerar como planta medicinal
aguela planta administrada sob qualquer forma e por alguma via ao homem,
exercendo algum tipo de ac¢éo farmacoldgica (MEDEIROS, 1990; LANCHER, 2000
apud FERNANDES 2012).

As plantas podem ser classificadas de acordo com sua ordem de
importancia, iniciando-se pelas plantas empregadas diretamente na terapéutica,
seguidas daquelas que constituem matéria-prima para manipulagéo e, por ultimo, as
empregadas na industria para obtencdo de principios ativos ou como precursores
em semi-sintese (LANCHER, 2000 apud FERNANDES 2012).

As plantas medicinais tém sido utlizadas tradicionalmente para o
tratamentode varias enfermidades. Sua aplicacdo é vasta e abrange desde o
combate ao cancer até os microrganismos patogénicos (MACHAD et al., 2007 apud
FERNANDES 2012).

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios
farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica, como a emetina, a vincristina, a
colchicina, a rutina. A cada momento sdo relacionadas na literatura novas

moléculas, algumas de relevante acdo farmacologica como a forscolina, o taxol e a
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artemisinina, a representacéo estrutural, FIGURA 1. (MEDEIROS, 1990; LANCHER,
2000 apud FERNANDES 2012).

FIGURA 1 — Estruturas de alguns antibiéticos produzidos pelas plantas

O N
RN
Forscolina
H Cetls O
10
C6H5/\§ O

Taxol
Fonte: MORIKAWA, 2007

As observacgbes populares sobre o0 uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos (LANCHER, 2000 apud
FERNANDES 2012).
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Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em
voga a pratica do consumo de fitoterdpicos, tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta,
este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo: botanica, farmacologia e
fitoquimica, que juntas enriguecem os conhecimentos sobre ainesgotavel fonte
medicinal natural: a flora mundial (MEDEIROS, 1990; LANCHER, 2000 apud
FERNANDES 2012).

3.2 — Jatropha Curcas L.

Jatropha curcas L. popularmente conhecido como pinhdo-manso pertencem a
familia Euforbiacea, a mesma da mamona e mandioca. A familia Euphorbiaceae
compreende, aproximadamente, 8000 espécies, com cerca de 320 géneros. O
género Jatropha contempla, aproximadamente, 160 espécies de plantas herbaceas
e arbustivas, variaveis quanto ao valor medicinal, valor ornamental e producédo de
0leo(WEBSTER, 1994 apud FERNANDES 2012).

O nome Jatropha deriva do grego iatr6s (doutor) e trophé (comida),
implicando as suas propriedades medicinais. Curcas € 0 home comum para o
pinhdo-manso em Malabar, india (NUNES, 2007 apud PEREIRA 2012).

O pinhdo- manso é também conhecido como pinhdo do Paraguai, purgueira,
pinha de purga, grao-de-maluco, pinh&o-de-cerca, turba, tartago, medicineira,
tapete, siclité, pinhdo-do-inferno, pinhdo bravo, figo-do-inferno, pido, pinhdo-das-
barbadas, sassi, dentre outros(Globo Rural, 2012).

E provavel que o pinhdo-manso tenha a América Central como centro de
origem e, foram os portugueses que o introduziram no Brasil. A espécie ocorre,
atualmente, em varios continentes, nas zonas tropicais e subtropicais, tendo sido
levado também pelos portugueses do Caribe as ilhas do Cabo Verde, de onde
ocorreu sua distribuicdo pela Africa e Asia (HELLER, 1996).

A espécie possui vasta distribuicdo geografica devido a sua rusticidade e
resisténcia a seca e as longas estiagens, adaptavel as adversidades de solo e de
clima, sendo seu desenvolvimento favorecido por altas temperaturas e umidade,
como também por solos mais férteis. Sobrevive em condi¢cdes adversas, mas com

significativa reducao da producéo (RESENDE et al., 2009).
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E um arbusto grande, decrescimento rapido, cuja altura normal é de dois a
trés metros, podendo alcancar até cinco metros em condi¢des especiais. O diametro
do tronco atinge aproximadamente 20 cm; possui caule liso de lenho mole; floema
com longos canais que se estendem até as raizes, nos quais circula o latex;
possuem raizes curtas e pouco ramificadas, o tronco é dividido desde a base, em
compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na
estacdo seca, as quais ressurgem logo apos as primeiras chuvas, FIGURA 2, (Globo
Rural, 2012).

FIGURA 2 — A planta Jatropha curcas L(pinhdo manso)

Fonte: Embrapa Meio-Norte — PI

As plantas de pinhdo-manso sdo tradicionalmente plantadas visando o
controle de erosédo, a recuperacdo de areas degradadas, a conten¢cdo de encostas e
de dunas, e ao longo de canais, rodovias, ferrovias, e como cerca viva em divisbes
internas ou nos limites de propriedades rurais (SARTUNINO et al, 2000).

Na medicina doméstica, o latex da planta € aplicado como cicatrizante,
hemostatico e também como purgante. As raizes sdo consideradas diuréticas e
antileucémicas e as folhas séo utilizadas para combater doencas de pele. S&o
eficazes também contra o reumatismo e possui poder anti-sifilitico. As sementes,
bem como o 6leo retirado destas, sdo frequentemente usadas como purgativo, no
tratamento de afeccbes da pele, hidropisia, gota, paralisia e reumatismo,

principalmente nos paises tropicais (Globo Rural, 2006).
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O pinhd@o-manso é considerado uma espécie produtora de Oleo e, também,
usada na fabricacdo caseira de sabdo. Seu maior atributo, entretanto, é o alto teor
de 6leo produzido pelas sementes, com 27 a 35%, podendo frutificar por mais de 40
anos (SARTUNINO et al, 2006).

Além disso, a torta que resta é um fertilizante rico em nitrogénio, potassio,
fésforo e matéria organica. Desintoxicada, a torta pode também ser transformada em
racdo, como tem sido feito com a torta de mamona. A casca dos pinhdes pode ser
usada como carvdo vegetal e matéria-prima na fabricacdo de papel (HELLER,
1996).

O género Jatropha L. é constituido por 175 espécies tropicais e subtropicais
(WEBSTER, 1994), onde muitas espécies apresentam grande potencial quimico e
biolégico por serem ricas em estruturas quimicas e com atividades biolégicas e
farmacéuticas.  Estudos anteriores ja indicaram a presenca de metabolitos
secundarios tais como: Taninos, Alcaloides e Saponinas, compostos de defesa
guimica cujo efeito e dependente da dosagem, sendo caracterizados principalmente
por sua funcdo anti-herbivora, precipitando proteinas no trato intestinal dos
herbivoros, ou mesmo apresentando fungdo hemolitica, atividade exclusiva das
saponinas (SARTUNINO et al, 2000).

Nas espécies deste género constatou-se ainda a presenca de ricina, uma
toxalbumina que causa vomitos, diarreia, desidratacdo, choque e danos nos rins e
figado, responsavel por casos de intoxicacdo relatados(WEBSTER, 1994 apud
FERNANDES 2012).

Lameira & Pinto (2009) abordam o uso popular de vérias espécies desse
género. Atualmente, muitas dessas espécies sdo objetos de estudos
multidisciplinares envolvendo pesquisas sobre suas caracteristicas quimicas,
propriedades biolégicas, importancia etnobotanica e taxondmica, 0 que tem
contribuido para o melhor conhecimento desse grupo (SECCO, 2005).

3.3 - BACTERIAS

As células bacterianas sdo caracterizadas morfologicamente por seu
tamanho, forma, arranjo e estruturas que apresentam. Sao sempre de dimensodes
microscopicas, o diametro da maioria delas varia de 0,2 a 1,5 um e o comprimento

de 1 a 6 um. Algumas espécies bacterianas possuem células maiores. Quanto a sua
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forma, as bactérias podem ser dividias em trés grupos bésicos: cocos (células
esféricas), bacilos (células cilindricas em forma de bastonetes) e espirilos (células
espiraladas). Muitas bactérias podem ainda ser classificadas quanto ao arranjo que
apresentam cocos, diplococos, estreptococos, bacilos e espirilos. Aléem do DNA
principal, encontramos os plasmidios, que podem ser transferidos por conjugacgéo
para outras bactérias. H& bactérias heterotréficas, autotréficas fotossintéticas e
autotroficas quimiossintéticas. Quanto a respiracdo, podem ser aerObias ou
anaerobias. A reproducdo € assexuada, ocorrendo também conjugacdo (GOMES &
TOLEDO, 1991; SILVA; TRABULSI, 1991; TRABULSI; TOLEDO, 1991).

Dentre vérias estruturas presentes nas ceélulas, bacterianas temos a parede
celular de acordo com a constituicdo da parede celular, as bactérias podem ser
divididas em dois grandes grupos: gram-positivos e gram-negativos. A parede das
bactérias gram-positivas € praticamente formada de uma s6 camada enquanto a das
gram-negativas é formada por duas camadas. Entretanto, os dois tipos de paredes
apresentam uma camada em comum, situada externamente a membrana
citoplasmatica, que e denominada camada basal, mureina ou peptidoglicano (SILVA
&TRABULSI, 1991).

Muitas bactérias sdo patogénicas; outras sdo importantes na reciclagem da
matéria organica e outras séo utilizadas pelo homem na producédo de alimentos ou
como objetos de pesquisas em estudos cientificos. Existem também espécies de
bactérias que sdo encontradas em associacdo com o0 corpo humano
(SCHAECHTER, 2009).

Quanto as bactérias patogénicas, apesar do surgimento e da disponibilizacao
de vacinas e antibitticos eficazes, os germes continuam ganhando a batalha nas
doencas infecciosas em paises em desenvolvimento. Uma das causas de tal
situacdo consiste no surgimento e na disseminacao de resisténcia microbiana, que
tende a aumentar mediante uso indiscriminado de antimicrobianos. Este sério
problema afeta a saude individual e coletiva, sendo real preocupagéo nos que lidam
com a saude publica (WANNMACHER, 2004).
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3.3.1 — Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), é uma espécie da familia Enterobacteriacea
extremante heterogénea e complexa, embora um dos seus membros seja
considerado os seres vivos mais conhecidos na face da terra (Escherichia coli K12).
Do ponto de vista de suas relagdes com o homem, podem-se distinguir trés grandes
grupos de Escherichia coli: o grupo das cepas comensais que habita 0os nossos
intestinos desde o nascimento até a morte, 0 grupo das cepas enteropatogénicas
constituido de varios patotipos, ou seja, de conjuntos de amostras que causam
infeccbes por mecanismos diversos e 0 grupo das cepas patogénicas extra-
intestinais capazes de causar diferentes tipos de infec¢éo (SILVA & CAMPOS, 2008).

Sao classificadas como bastonetes retos, gram-negativos, ndo sao
formadores de esporos, possuem mobilidade através dos flagelos ou séo imoveis.
Algumas bactérias podem causar infeccbes se as defesas dos hospedeiros estédo
comprometidas (SILVA; TRABULSI, 1991).

A Escherichia Coli, FIGURA 3, é um grupo de bactérias que habitam
normalmente no intestino humano e de alguns animais, e por isso a presenca desta
bactéria na dgua ou nos alimentos se deve a contaminacdo com fezes. As bactérias
E.Coli presentes no intestino humano ndo causam problemas de salde, mas quando
outros tipos desta bactéria entram no organismo, elas podem causar doengas como
a gastroenterite e infeccdo urinaria, apendicite entre outros (SILVA; CAMPOS,
2008).

FIGURA 3 — Bacteria Escherichia coli

Fonte:Artwork Photograph
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3.3.2 — Bacillus subtilis

A bactéria Bacillus subtilis (B. subtilis), € uma espécie de bactéria gram-
positiva que possui caracteristicas ubligua comumente encontrada na agua, solo, ar
e decomposicdo de residuos vegetais. A bactéria produz enddésporos que lhe
permite suportar condi¢cdes extremas de calor e ressecamento do ambiente, além
disso, umas das grandes variedades de proteases e outras enzimas que permitem
degradar variedade de substratos naturais. No entanto, na maioria das condi¢cdes do
organismo nao e biologicamente ativo, mas existe sobre a forma de esporos
(PINHEIRO, 2012).

O B. subtilis, FIGURA 4, é considerada um organismo benigno ja que nado
possuem caracteristicas que causam doencas, isto €, ndo € considerado patogénico
ou téxico para seres humanos, animais ou plantas. Os riscos potenciais associados
com o uso dessa bactéria em instalacbes de fermentacdo sdo baixos. E pode se
esperar que também habitem temporariamente a pele e o trato gastrointestinal dos
seres humanos (PINHEIRO, 2012).

FIGURA 4 — Bactéria Bacillus subtilis

Fonte: Artwork Photograph
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 — MATERIAIS

Suportes para cromatografia em coluna (CC):

o Silica do tipo “fash” (230-400 Mesh) — Mercherey- Nagel.

o Sephadex LH-20.

Cromatografia em coluna:

o Colunas de tamanhos variados, dependendo das quantidades a serem
cromatografadas.

Cromatografia em camada delgada:

. Folhas de aluminio com silica gel 60 Fys4 @= 0,2 mm — Mercherey-
Nagel.

Solventes:

. Alcool etilico (PROQUIMIS).

o Acetato de etila, etanol, hexano e metanol (PROQUIMIS).
Revelador:

o Vanilina

. Lampada de UV (256 e 360 nm)

o Solucdo de sulfato cérico.

4.2 - EQUIPAMENTOS

. Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 300MHZ e 400
MHZ ( UFSCar).

o Rota evaporador- Q-344B2- QUIMISI ISSO 9002 ( Unifesspa).

o Camara UV- BOITTON (254 e 360 nm) (Unifesspa).
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4.3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 — Coleta do material botanico

Foram coletadas em Canda dos Carajas-PA, diferentes espécies encontradas
no local, no total de 9 plantas. As plantas foram identificadas com o seus nomes
conhecidas no cotidiano preliminarmente pelo professor de engenharia de matérias
da Unifesspa, Kildemar, a data e seus pontos de coordenadas do GPS.

Todos os vegetais foram lavados em agua corrente sobre uma peneira, para a
retirada de solo, pedras e outros materiais indesejaveis. Em seguida foram levadas a

estufas para a secagem a temperatura de 100°C por 72 horas.
4.3.2 — Moagem dos vegetais

O material foi moido em moinho facas, em seguida os materiais eram
colocados em sacos de papel devidamente identificados.

A TABELA 1 relata os dados dos pontos de coletas e respectivos pontos de
coordenadas no GPS das espécies coletadas. Na TABELA 2, p. 29 estdo os dados
de algumas das espécies que foram analisadas.

4.3.3 — Dados das plantas

TABELA1 — Identificacdo dos pontos de GPS

PONTO GPS
SUL NORTE
107 06° 27° 05,5 50° 04’ 49,6”
109 06° 27° 15,0” 50° 04’ 48,5
111 06° 27’ 21,97 50° 04’ 59,6
112 06° 27’ 41,6 50° 04’ 27,6
113 06° 27’ 39,1” 50° 04’ 30.3”
115 06° 27’ 29,5” 50° 04’ 08,3
116 06° 27’ 29,5” 50° 04’ 10,4




TABELA 2 — Dados das espécies coletadas

ESPECIES PONTO GPS DATA COLETA PESO (m
Parte Aérea 20,381
I /.
Raiz 14,069
T
Planta 2 111 21/11/2012
I =
Caule 20,6618
Raiz 20,711

Planta 3 111 21/11/2012

Ramos 20,274

Caule 20,363

Planta 4 109 22/11/2012

Folhas 22,884

Raiz 23,667

Planta 5 107 22/11/2012

Raiz 20,811

Embauba 115 21/11/2012

Tronco 20,009

29
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Continuagdo da TABELA 2 — Dados das espécies coletados

Pinhao 111 21/11/2012
Folhas 20,410
Tronco 26,496
Raiz 22.497
Branquearéao 111 21/11/2012
Parte Aéria 25,110
Raiz 112 26,305
Meldao S.Caetano 113 21/11/2012
Parte Aéria 27,105

4.3.4 — Analise quimica das plantas

As espécies coletadas TABELA 2 foram submetidas a analise de metais em
suas biomassas, realizada pelo laboratério FULLIN no Espirito Santos- ES.

O metal analisado para a realizacdo dos estudos desse trabalho foi o cobre
(Cu), observando uma faixa critica do metal pesados por biomassa das espécies,
sendo que a faixa critica de cobre em vegetais é 20-100 mg/Kg de matéria seca.

4.3.5 - Screnning fitoquimico

O screnning fitoquimico permite conhecer as possiveis classes de metabdlitos
secundarios presentes nas plantas, o teste foi realizado nas 9 espécies coletadas na

Mina do Sossego - Canaa dos Carajas-PA.

4.3.5.1 — Obtencéo do extrato para realizacdo do screnning fitoquimico

Utilizou-se 10g das partes vegetais de cada espécie, com suas respectivas
partes (raiz, folhas e tronco) para a extragdo com etanol 100 mL. Apos 7 dias
realizou-se a filtracdo do material e em seguida, o solvente foi evaporado em

evaporador rotativo. Esse procedimento foi realizado por 4 vezes, FIGURA 5,p.31.
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FIGURA 5 — Procedimento de maceragao dos vegetais

Fonte: Prépria autora.

bY

Os extratos foram submetidos a investigacdo qualitativa dos constituintes
quimicos por classes dos metabdlitos, tais como: polissacarideos, taninos,
catequinas, flavonoides, sesquiterpelactonas e lactonas, carotenoides, esteroides e
tripernoides, depsidios e depsidonas, derivados de cumarina. Utilizando metodologia
proposta por Barbosa 2004, Matos 1997 e Costa 2004.

Para a realizagdo de cada um dos testes foram utilizados varios solventes

extratores, de acordo com a polaridade de cada classes a ser analisada.

4.3.5.2 — Utilizando agua destilada como solvente

Foi preparada a solugbes mées, de cada extrato bruto dos 9 vegetais e suas
respectivas partes, foram diluidas algumas miligramas deste em agua destilada. A
solubilizacdo dos extratos foi realizada com auxilio de bastdo de vidro e banho de
ultrassom. Apés esse procedimento foi realizado uma filtracédo simples. Uma aliquota

das solucdes referentes a cada planta foi utilizada para identificar:

4.3.5.2.1 — Polissacarideos

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 5,0mL da solugdo-mée e duas gotas
lugol.
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4.3.5.2.2 — Taninos

Em um tubo de ensaio, foi transferido 10,0 mL da solucdo- mae e uma gota

de solucéo de cloreto férrico 1% (m/v).

4.3.5.3 — Utilizando metanol como solvente

4.3.5.3.1 — Catequinas

Adicionou-se 3,0ml da solugcdo-mae em tubo de ensaio mais 1,0mL da
solucédo de vanilina 1% e 1mL de acido cloridrico concentrado.

4.3.5.3.2 — Flavonoides

Em 100ml de solugdo-mée no tubo de ensaio foi adicionado cinco gotas de
acido cloridrico concentrado Em seguida acrescentou um pedaco de fita de

magneésio de 1,0 cm ao tubo.

4.3.5.3.3 — Sesquiterpelactonas e outras Lactonas

Em 3,0 mL da solucdo-mae no tubo de ensaio foi adicionado 2 gotas de
solucéo de cloridrato de hidroxilamina 10% e 2 gotas de hidroxido de potassio 10%,
aguecendo-a em banho maria por dois minutos.

Apos resfriar, acidificara com a solugcéo de acido cloridrico 1N e adicionou 1

gota de cloreto férrico 1%.

4.3.5.4 — Utilizando cloroféormio como solvente

Foi preparada uma solugdo-méae com alguns miligramas dos extratos brutos,

solubilizando alguns miligramas do extrato em cloroférmio.
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4.3.5.4.1 — Esteroides

3,0 mL foram transferidos para tubos de ensaio. Adicionou-se 2,0 mL de
anidrido acético seguido de agitacdo. Foi adicionando 1,0 mL de acido sulfarico
concentrado, pelas paredes do tubo.

4.3.5.4.2 — Carotenoides

Foi transferida para o tubo de ensaio 3,0 mL da solucdo-méae e3 gotas de

acido trifluoracético concentrado.

4.3.5.5 — Utilizando éter etilico como solvente

Foi preparada uma solucdo-méae com alguns miligramas dos extratos brutos

concentrados em éter etilico para cada um dos testes a baixo.

4.3.5.5.1 — Depsideos e Depsidonas

Transferiu-se para tubos de ensaios 5,0 mL da solucdo- mae, e, seguida o
éter foi evaporado em banho- maria e ao residuos foram acrescentados 3,0 mL de

metanol. Agitou-se e adicionaram-se trés gotas de cloreto férrico 1% (m/v).

4.3.5.5.2 — Derivados de Cumarina

Foi realizado o teste de cromatografia em camada delgada, utilizou-se o
sistema de solventes Hexano/Acetato 7:3, apds a placa eluir, foi exposta a radiacdo

UV com comprimento de onda de 365 nm.

4.3.5.5.3 — Saponina Espumidica

Foram dissolvidos alguns miligramas do extrato concentrado em 1,0 mL de
etanol. Em seguida, foi adicionada agua destilada até a obter-se no final 15,0 mL de
solugéo. Esta solucao foi filtrada e passada para um tubo de ensaio, este foi agitado

vigorosamente por 2 minutos.
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No FLUXOGRAMAL esta ilustrando as etapas do procedimento realizado

para o deste do screnning fitoquimico, para as respectivas classes de metabdlitos

analisadas.
FLUXOGRAMA 1 - Screnning fitoquimico
10 mg extrato
H,O CHCl, Eter etilico Metanol
L II o B Cloreto férrico 1% Vanilina 1%
I U?P € . Acido trifluoracético Etanol HCl
Cloreto férrico 1% H,SO, HCI 6N KOH
. \L \L , Depsideos :
Polissacarideos Carotenoides Cuenarina Catequinas
- Flavonoides
€ . & Saponina e Lacton
Taninos Triterpenoides Purina actonas

4.3.6 — Estudo Fitoquimico

Aposs o screnning fitoquimico, selecionou a espécie Jatropha curcas L., parte

da raiz, para realizar a extracdo em grande escala, ou, seja pesou-se 78,4909 de

raiz da espécie e realizou-se a extracdo com etanol.

4.3.6.1 — Fracionamento do extrato Pi.E.R

Aproximadamente 11,0159 do extrato bruto foi submetido ao fracionamento

em coluna de vidro (@ x H= 3,5 x 15 cm) utilizando como fase estacionaria silica

flash® (230-400 mesh), como fase movel hexano, acetato de etila e metanol 100%
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com 300 ml no modo gradiente, aumentando polaridade em uma porcentagem de
20% até metanol 100%, FLUXOGRAMA 2.

FLUXOGRAMA 2 — Fracionamento do extrato Pi.E.R

EXTRADO
RAIZ
11,015¢
300 ml
100% 60%Hex/ 100% 60%AC/ 20%Ac/
0,
Hexano 40% Ac. Acetato 40% MeoH 80% MeoH
80%Hex/ 40%Hex/ S0%AC/ 40%Ac/ 100%
20% Ac. 60f Ac. 50% MeoH 60% MeoH MeoH
Pi.E.R.4

20%Hex/

80% Ac.

Pi.E.R.5

A fracéo Pi.E.R.4 por comparacao de ccd apresentou aparentemente ser uma

substancia pura, onde foi realizada analise de ressonancia magnética nuclear, na

universidade de Sdo Carlos-SP. Para a fracdo Pi.E.R.5 foi realizada um novo

fracionamento.
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4.3.6.2 — Fracionamento da Pi.E.R.5

A fracdo Pi.E.R.5( 4,879 g) foi refracionada em uma coluna de vidro (& x h =
2,0 x 9,0 cm), tendo-se como fase estacionaria a silica flash® F60 40-63 um (230-
400 mesh), e fase mével com hexano, acetato de etila e metanol com gradiente de
polaridade crescente. Obtendo no final 57 fracdes, que apds comparagdo em CCD

foram reunidas e 12 fragGes, como mostra o FLUXOGRAMA 3.

FLUXOGRAMA 3 — Fracionamento da Pi.E.R.5

7
Pi.E.R.5
4,879 ¢g
\,
Pi.E.R.5 Pi.E.R.5 Pi.E.R.5 Pi.E.R.5 Pi.E.R.5 Pi.E.R.5 Pi.E.R.5
1 2 3 4 5 [....] 12

Pi.R.5.7

A fracdo Pi.R.5.7 por comparacédo de ccd apresentou aparentemente ser uma
substancia pura, onde foi realizada andlise de ressonancia magnética nuclear, na

universidade de Sdo Carlos-SP.

4.3.7—- Ensaio Antimicrobianos

O ensaio antimicrobiano foi realizado no laboratorio de quimica da UFPA,
campus de Belém nestes ensaios utilizado cepas certificados das bactérias E. coli,
B. subtilis.

O meio de cultura utilizado foi o caldo BHI (Infuso Cérebro Coracédo), que
segundo recomendacéao do fabricante, para cada 1 L de caldo, foram utilizadas 37 g
de meio do cultivo. Para o preparo do &gar BHI, foram utilizados 4,5 g de
bacteriol6gico onde foi utilizado nas placas de petri. Apos essas dissolu¢cdes o meio

BHI foi autoclavado a 121°C por 15 minutos para garantir total esterilidade.
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4.3.7.1- Ativacéo das bactérias

As bactérias testadas nos ensaios foram ativadas em placas de petri de 9 cm
de diametro, contendo agar BHI, por um periodo de 24 h. Apds esse tempo foram
transferidas, com auxilios de um palito, aproximadamente trés col6nias de cada
bactérias para tubos de ensaio contendo 3 (trés) mL de caldo BHI e incubadas por
mais um periodo de 24h. Suas concentracdes foram padronizadas para se obter

uma cultura com aproximada 1,0x10% UFC (unidades formadas de col6nias).
4.3.7.2— Padronizacao das culturas

A solucéo padréo foi obtida por meio de uma mistura das solugdes de H,SO,a
1% (9,95 ml) e BaCl, também a 1% (0,05 ml), numa solu¢cdo de BaSO4 numa
concentracéo referente a 1,0x108UFC/MI. Apds este processo, comparou-se o grau
de turvacéo do tubo de ensaio contendo a bactéria com o grau de turvacdo do tubo

de ensaio contendo a bactéria com o tubo de ensaio que continha BaSO,.
4.3.7.3— Preparo da amostra

Foram utilizados 5 mg do extrato a ser testada e 1,0 mg de cada substancias
para serem dissolvidas em 100 pL de DMSO, contidos em tubos de eppendorf. Em
seguida foram adicionados 900 pL de caldo BHI esterilizado. Sendo que no intervalo
de cada adicdo de solucdo ao extrato, a mesma era agitada para uma melhor

homogenizacéo.
4.3.7.4 — Ensaio para medir a concentragcdo minima inibitoria (MIC)

Em cada placa de elisa de 96 furos adicionou-se 100uL de caldo BHI em cada
cavidade. Em seguida acrescentou-se na primeira cavidade de cada coluna 100 pL
da solugdo contendo as amostras a serem testadas e homogeneizou-se. Apos,
foram realizadas diluicbes sucessivas, retirando-se 100 pL da primeira cavidade
transferido esse volume para a proxima, homogeneizando, esse procedimento foi

repedido até a penultima cavidade da placa de Elisa, onde foram retirados 100 pL e
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descartados. A ultima linha da placa foi utilizada como um controle do meio usado,
em cada cavidade foi adicionado 5 puL da suspenséo bacteriana e incubaram-se as
placas a 37°C por 24h. A leitura dos resultados foi feita adicionando-se 10 pL do
corante TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélico) em cada cavidade da placa de Elisa.

Para o preparo do corante usou-se 10 ml de agua destilada estéril, em
seguida foi adicionado ao mesmo, uma massa de 0,2g de TTC e agitou-se para uma
homogeneizacdo mais efetiva. Apds pronto, a solucdo-corante ndo apresenta cor,
sendo a mesma translicida. Mas, ao entrar em contato com 0s meios onde ha

micro-organismos, a mesma apresentara uma coloracao vermelha.

4.3.7.5 — Tipos de atividades

Apos verificar a MIC dos extratos foi necesséario saber o tipo de atividade
apresentada em cada concentracdo (bacteriostatica ou bactericida). Nas cavidades
onde ndo apresentou coloracédo vermelha, os extratos foram (re)inoculados em placa

de petri contendo meio de cultura Agar BHI e incubadas a 37°C por 24 h.
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5 - RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 — ANALISE QUIMICA DAS PLANTAS

De acordo com o intervalo de 20-100 de Cu mg/Kg, citador por ANDRADE
2007 pode-se observar que planta 1nas partes aérea e raiz, planta 4 nas folhas e
branquearéo parte aérea apresentaram valores bem acima da faixa critica do metal
pesado na biomassa das espécies. Ja as espécies planta 3, planta 5, embauba,
pinhdo-manso e meldo de sdo caetano apresentaram valores correspondentes aos
intervalo criticos de metais em todas as partes analisadas.

Somente no caule da planta 3que apresentou valor abaixo da faixa critica de
metal.

Em todas as espécies analisadas as partes das plantas que apresentou 0s
valores acima da faixa critica foi na parte aérea e folhas, como foi encontrado cobre
também na raiz, pode-se inferir que todas as espécies apresentaram potencial
fitoextratora.

Os dados em relacéo aos valores de cobre na biomassa das plantas estédo na
TABELA 3.

TABELA 3 — Faixa critica do metal cobre na biomassa das plantas

ESPECIES PARAMETRO ANALISADO
Cu mg/Kg

Planta 1

Parte Aérea 120 mg/kg

Flor 54 mg/kg

Raiz 144 mg/kg

Planta 2

Folhas 140 mg/kg

Caule 31 mg/kg

Raiz 34 mg/kg
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Continuagdo TABELA 3 — Faixa critica do metal cobre na biomassa das

plantas

Planta 3

Ramos 31 mg/kg

Caule 16 mg/kg

Planta 4

Folhas 216 mg/kg

Raiz 50 mg/kg

Planta 5

Raiz 96 mg/kg

Embauba

Tronco 38 mg/kg

Pinhéo

Tronco 26 mg/kg

Parte Aéria 140 mg/kg

Parte Aéria 30 mg/kg
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5.2 — SCRENNING FITOQUIMICO

Através do screnning fitoquimico das 9 espécies estudadas, pode-se observar
gue com excecdo do tronco da embauba e o tronco do pinhdo, todas as demais
partes das espécies coletadas apresentaram resultados positivos para taninos.

Para as classes de catequinas, flavonoides, somente as folhas e raiz do
pinh&o-manso apresentou resultados positivos.

Os depsideos e esteroides apresentou resultados positivos em 7 espécies,
nas plantas 1,2,3,4,5, embadba e pinhdo-manso, mas ndo em todas partes das
plantas.

A classe de cumarina foi verificada somente nas plantasl e pinhdo-manso
nas partes area e raiz respectivamente apresentou resultado positivo.

Nenhuma das espécies apresentou resultados positivos para polissacarideos,
carotenoides, lactonas e purinas. Esses resultados estdo contidos resumidamente
na TABELA 4, p. 42.
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Continuacdo da TABELA 4 — Resultado fitoquimico para as respectivas

especies.

Melao
S.Caetano
Parte Aéria - + - - - - + - + . )

(+) Presenca(-) Auséncia

A Jatropha curcas L. foi a espécie selecionada para o estudo fitoquimico e
testes antimicrobianos, pois apresentou resultados positivos para um maior nimero
de classes de substancias e também por apresenta um bom potencial fitoextrator
para o cobre.

A FIGURA 6 mostra resultados obtidos para todas as partes da planta (raiz,
tronco, folhas). Na Figura 6a, pode-se observar as solugbes maes das respectivas
partes, apés adicdo de cloreto férrico 1% observou-se a mudanca de coloracdo para

verde, confirmando a presenca de taninos em todos os extratos, Figura 6b

FIGURA 6 — Resultado positivo para taninos em todas as partes das plantas

Fonte: Propria autora



44

Para a solugdo-mée, Figuras 7a e 8a, quando foi utilizado metanol, somente o
extrato das raizes apresentou resultado positivo para as catequinas e flavanoides,
sendo que, para as catequinas apresentou uma coloracdo vermelho ndo muito
intensa indicando resultado satisfatério para essa classe, Figura 7b. Ja para a classe
de flavonoides o surgimento de coloracdo rosa, confirmou a presenca do mesmo,

neste extrato, Figura 8b.

FIGURA 7 — Resultado positivo para catequinas na raiz

Fonte: Prépria autora

FIGURA 8 — Resultado positivo para flavonoides na raiz

L
-

Fonte: Prépria autora
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Com o uso do cloroférmio como solvente, obteve-se resultado positivo para os
esteroides e triterpenoides em todas as partes da espécie, onde pode-se observar
que a solucdo mae antes esverdeada, Figura 9a,mudanca de coloracdo para verde
persistente indicou a presenca desta classe, Figura 9b.

FIGURA 9 — Resultado positivo para esteroides e triterpenoides em todas as
partes das plantas.

Fonte: Prépria autora

Utilizado como solvente éter etilico apresentou resultado positivo para as
classes de depsideos, cumarina e saponinas. Para a classe dos depsideos a
solugcdo méae, Figura 10a, apds adicionar gotas de cloreto férrico 1% foi observado
aparecimento de coloracéo verde indicou resultados positivo para depsideos na raiz
e folhas, Figura 10b.

FIGURA 10 — Resultado positivo para depsideos

Fonte: Prépria autora
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Para a classe de cumarinas, somente 0 extrato das raizes apresentou
resultado positivo. Apos a eluicdo da placa cromatogréafica, contendo a amostra, a
mesma foi exposta a radicdo UV no comprimento de onda de 365 nm, onde o
surgimento de florescéncia azul, na placa, indicou presenca dessa classe de

substancia, Figura 11.

FIGURA 11 — Resultado positivo para cumarina

Fonte: Propria autora
Para as saponinas exibiu resultados positivos nos extratos das raiz, folhas e
tronco. Onde as solugcbes mde de cada extrato, Figura 12a, apés a agitacdo e
repouso, houve formacdo de espuma persistente informando resultado positivo,
Figura 12b.

FIGURA 12 — Resultado positivo para saponinas

Fonte: Prdpria autora
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5.3 — IDENTIFICAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
5.3.1 — IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA Pi.R.5.7

Os esteroides sao substancias de ampla ocorréncia nos vegetais. A fracao
Pi.R.5.7, foi isolada do fracionamento do extrato Pi.E.R.5 apresentando-se como
cristais brancos.

Aparentemente, através da andlise do espectro de RMN'H, Figura 13

mostrou-se tratar de uma mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol.

FIGURA 13 — Espectro de RMN1H mistura dos esteroidessitosterol e estigmasterol
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O espectro de RMN' H, apresentou um actmulo de sinais relativos a
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, na regido compreendida entre d 0,60
a © 2,30, o que indicou a presenga de esqueletos esterdidal. O dubleto largo em &
5,35 (H-6, J-50 Hz) e o multipleto centrado em & 3,53 (H-3) caracterizam o [3-
sitosterol na mistura. Ja a presenca do esteroide estigmasterol foi deduzida pelos
sinais em 6 5,02 (dd, J= 14,8 e 8,8 Hz) e 6 5,14 (dd, J=14,8 e 8,8 Hz), relatados aos
hidrogénios vinilicos da cadeia, supondo, através destes dados, se tratar de uma
mistura sitosterol mais estigmasterol, para a confirmacdo dessa mistura, seria
necessario uma anélise por CG-EM da amostra onde a presenca dos ions molecular
em m/z 414 e m/z 412, confirmaria a massa molecular do sitosterol e do

estigmasterol, respectivamente, Figura 14.

FIGURA 14 — Estruturas quimica da mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol

sitosterol

estigmasterol
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5.3.2 — IDENTIFICAGAO DA SUBSTANCIA Pi.E.R.4

O espectro de RMN®C, Figura 15, da substancia Pi.E.R.4, apresenta 30

sinais de carbonos, indicando se tratar de um triterpeno.

FIGURA 15 — Espectro de RMN**C extrato Pi.E.R.4
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A auséncia de sinais de hidrogénios de grupamento isoprenila no espectro de
RMN*'H, j& descarta a possibilidade de ser um triterpeno do tipo lupano Figura 16 a),
para diferenciar os carbonos dos esqueletos, ursano Figura 16 b) e oleanona Figura
16 c), cujo os sinais sdo muito coincidentes, comparou-se 0s deslocamento quimicos

dos carbonos pertencentes ao anel E.

FIGURA 16 — Esqueletos de triterpenos do tipo lupano (a), ursano (b) e oleanona (c).

2!
30
30 .

(@) lupano

(C) oleanano

No esqueleto do tipo ursano, o anel ira assumir conformacao torcida (tipo
twist), para melhor “acomodar” o grupo metilico em C-19. Esta conformacéo torcida
exercerd um efeito anisotropico de prote¢do para os carbonos C-11, C-13, C-19, C-

21 e C-27 e desprotecao anisotropica para os carbonos C-12, C-18, C-20 e C-22.
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Quando ocorre dupla ligacéo entre os carbonos 12 e 13, eles passam a ser
chamado lupeno, urseno e oleaneno.

Os dados de RMN'H, Tabela 5, p.54, Figura 17, apresenta informacées
importantes para a identificagdo do triterpeno. O tripleto em & 5,07 (J=3,6 Hz) é
caracteristico de hidrogénio olefinico e foi atribuido ao H-12. O duplo dubleto em &
3,17 (J=5,2 e 1 Hz) é referente a H-3, segundo dados da literatura, CARVALHO et
al, 1998, o descolamento quimico de H-3 pode determinar sua conformacao.
Quando H-3 esta na posigao B, seu descolamento ocorre em & 3,40, como o
deslocamento observado no espectro foi & 3,2, sugere que H-3 esteja em a e por

tanto o grupo OH esta na posigéo 3.

FIGURA 17 — Espectro de RMN1H Pi.E.R.4
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Na expansdo da regido mais blindada do espectro de RMN'H, Figura 18,
observa-se trés dubletos, sendo eles em & 0,6 (J= 11,4 Hz), em & 0,85 (J=5,6 Hz) e
em 6 0,73 (J= 7,2 Hz) e seis singletos: 6 0,93, 6 0,89, 6 1,01, 50,94, 56 0,74 e 6 0,73,
na regiao compreendida entre 6 1,1 a & 1,6 ppm, observa-se multipletos, podendo-

se inferir aos hidrogénios metilinios.

FIGURA 18 — Espectro RMN* H expandido Pi.E.R.4
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Para distinguir a classe a ou 3 amirina, comparou-se os dados de C-12 e C-13
com os da literatura. Os valores de deslocamento da substancia Pir. 1.47 em & 124 ,4
e em & 139,6, respectivamente, confirmam a presenga de um esqueleo tipo ursano,
pois se fosse do esqueleto tipo oleanano os C-12 e C-13 seriam mais blindados.
Isso pode ser justificado devido a presencga do grupo metila nos ursanos na posi¢cao
19, (equatorial), que esta bem proximo a dupla ligacdo neste tipo de esqueleto,
afetando estericamente o deslocamento do C-13.

O conjunto da analise dos dados de RMN, com a literatura, pode-se inferir

gue a substancia Pi.E.R.4 trata-se da a- amirina, Figura 19.

FIGURA 19 — Estrutura da a- amirina




TABELA 5 — Dados de RMN1H e RMN13C da substancia Pi.E.R.4, CDCI3

Posicdo OHSubst.Pir.1.47 dHSouza et al, 2011 B¢
(m; J) (m; J)
1 38,7 38,7
2 28,7 28,7
3 3,17(dd,J=5,2;11,1 Hz) 3,16(dd,J=5,1;11,2 Hz) 79,1 79,6
4 38,8 38,7
5 0,67(d,J=11,4 Hz) 0,67(d,J=11,6 Hz) 55,2 55,1
6 18,3 18,4
7 32 32,2
8 40,0 40,0
9 477 47,7
10 36,9 36,9
11 23,4 233
12 5,06(t,J=3,5 Hz) 5,06(t,J=3,2 Hz) 124,4 1244
13 139,6 139,5
14 42,1 42,0
15 1,94(td,J=4,9;13,5 Hz) 1,94(td,J=4,5:13,5 Hz) 27,3 27,2
16 1,77(td,J=4,9;13,6 Hz) 1,76(td,J=50;13,5Hz) 26,6 26,6
17 33,7 337
18 59,1 59,0
19 39,6 39,6
20 36,7 36,6
21 31,2 31,2
22 1,85(dt,J=2,6;7,0 Hz)  1,85(dt,J=3,0;7,0 Hz) 415 415
23 0,94 (s) 0,93 (s) 28,1 281
24 0,74 (s) 0,74 (s) 15,7 15,6
25 0,73(s) 0,73 (s) 15,6 15,6
26 0,89(s) 0,89 (s) 16,8 16,8
27 1,01(s) 1,01 (s) 233 2372
28 0,95(s) 0,94 (s) 28,1 28,1
29 0,85(d,J=5,6 Hz) 0,85(d,J=6,0 Hz) 175 174
30 0,73(d,J=7,2 Hz) 0,73(d,J=7,0 Hz) 21,4 214
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5.4 — ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

O extrato e as substancias isoladas foram ensaiados frente das bactérias

Enscherichiacolie e Bacillussubtilis.

5.3.1 — Ensaios antimicrobianos frente as bactérias.

O extrato Pi.E.R., apresentou atividades bacteriostatica até uma concentracao
de 625,0 pL/mL, uma alicota foi inoculadas em placas de petri para observar se
apresentava atividades bactericida, nas demais concentracdo n&o apresentou
atividade.

Para as duas substancias Pi.E.R.4 e Pi.R.5.7 ndo apresentou atividades em

nem umas das concentragdes como esta no QUADRO 1.

QUADRO 1 - Extratos submetidos ao ensaio biolégico frente a bactéria B.subtilis

1 2 3 4 5 6

[ JuL/mL Pi.R.5.7 | Pi.R.5.7 | Pi.E.R.4 | Pi.LE.R4 | Pi.E.R Pi.E.R
2500 A + + + + - _
1250 B + + + + - i
625,0 C + + + + - -
312,5 D + + + + + +
156,25 | E + + + + + +
78,12 F + + + + + +
39,06 G + + + + + +
H + + + + + +

Legenda: + Sem atividade; - Bacteriostatico; = Bactericida

Frente a bactéria E. coli o extrato Pi.E.R e as duas substéancias Pi.E.R.4 e
Pi.R.5.7 ndo apresentou atividades em nem umas das concentragcdes como esta no
QUADRO 2, p.56.




QUADRO 2 - Extratos submetidos ao ensaio biologico frente a bactéria E. coli.

1 2 3 4 5 6

[ JuL/mL Pi.R.5.7 | Pi.R.5.7 | PiLE.R4 | PiLE.R4 | PiLE.R |Pi.LE.R
2500 A + + + + + +
1250 B + + + + + +
625,0 C + + + + + +
312,5 D + + + + + +
156,25 E + + + + + +
78,12 F + + + + + +
39,06 G + + + + + +
H + + + + + +

Legenda: + Sem atividade; - Bacteriostatico; = Bactericida
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6 — CONCLUSAO

O potencial de fitoextracdo verificado a partir da analise de cobre (Cu) nas
biomassas das 9 espécies coletada na Mina do Sossego em Canaé dos Carajas/ PA
foipossivel verificar que todas as espécies em algumas das partes (raiz, folhas e
troncos) estavam no intervalo ou acima de 20-100 de Cu mg/Kg, somente o caule da
planta 3 apresentou valor abaixo deste intervalo. Podendo-se assim, inferir que, com
excecdo da planta 3, todas as demais espécies coletadas, possuem potencial
fitoextratora de cobre.

O screnning fitoquimico das espécies coletadas, permitiu conhecer o perfil
quimico das mesmas, onde varias delas apresentaram bons resultados,
descantando-se as raizes do pinhdo manso, onde foi observado resultado positivo
para a maioria das classes de substancias analisadas. Estes dados, juntamente com
o potencial das suas raizes em acumular cobre, foi o que levou ao estudo
fitoquimico de seu extrato, permitindo a identificacéo através de RMN*H e RMN*3C,
da mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol e o triterpeno a-amirina.

No ensaio antimicrobiano frente a bactérias E. coli e B. subtilistodas as
amostras testadas ndo apresentaram resultados satisfatérios frente as duas
bactérias E.coli e B. subtilisem todas as concentracdes.

Somente oextratoetandlico, Pi.E.R, apresentou resultado bacteriostatico até
uma concentragcdo de 625,0 upL/mL, frente a bactéria E. coli, nas demais
concentracdo nao apresentou atividades, a mesma nao apresentou atividade

bactericida. Frente a bactéria B. subtilis o extrato ndo apresentou atividades.
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