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RESUMO

Myracrodruon urundeuva Allemao, popularmente conhecida como “aroeira-do-sertdo, € uma
planta medicinal que apresenta em sua constituicdo diversas substancias com propriedades
bioativas apresentando, desta forma, potencial para aplicacdo na industria de alimentos. Nesse
contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante de extratos
aquosos das folhas da aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Allemao) e sua aplicagéo
como conservante natural em queijo frescal ultrafiltrado. Os extratos foram obtidos das folhas
secas e frescas cultivadas de Myracrodruon urundeuva e quatro diferentes métodos de extracédo
(decoccéo, infusdo, maceracdo e turbolizacdo). Foi realizada a identificagdo dos compostos
bioativos e quantificacdo de antioxidantes, compostos fenolicos, taninos e flavonoides dos
extratos e testada a atividade antibacteriana sobre Gram-positivas (Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) avaliando os danos celulares ocasionados pela presenca dos extratos.
Averigou-se a toxicidade e bioacessibilidade in vitro obtendo o percentual de compostos
bioativos apos digestdo gastrointestinal. Para os testes de aplicacéo foi utilizado o queijo frescal
ultrafiltrado com teor normal de gordura e light, o extrato obtido por maceracdo e
Staphylococcus aureus. O extrato aquoso obtido por decoccédo das folhas de aroeira-do-sertdo
apresentou-se efetivo contra todos os microrganismos testados. A atividade antimicrobiana foi
verificada para S. aureus e L. monocytogenes (0,2 e 0,8 mg/mL respectivamente) e para S.
Enteretidis, P. aeruginosa e E. coli (6, 10 e 16 mg/mL respectivamente). Foram isolados vinte
e quatro compostos secundarios distribuidos em seis fracGes. As fracdes apresentaram atividade
antimicrobiana sobre as bactérias Gram-positivas em baixas concentra¢cdes (0,011 e 0,095
mg/mL) e duas fraches apresentaram atividade sobre bactérias Gram-negativas em
concentracdes mais elevadas (2,4 e 33 mg/mL). A analise de Ressonancia Magnética Nuclear
identificou a presenca de galotaninos, acido galico, flavondides, derivado da prolina (N-Metil-
trans-4-hidroxi-L-prolina) e &cido quinico. Os extratos aquosos das folhas secas obtidos por
decoccdo e maceracdo apresentaram os melhores rendimentos, potencial antioxidante e
antimicrobiano. Os danos estruturais bacterianos causados pelos extratos foram rugosidade,
perda de parede celular, extravasamento celular e mudanca para L- forma. A analise de UPLC-
QTOF-MSE dos extratos das folhas secas obtidos por maceracao e decocgéo identificou treze
compostos, predominando os flavondides, taninos, acido galico e acido quinico. Apos a
digestéo gastrointestinal simulada observou-se a presenga significativa de compostos bioativos

apresentando potencial antioxidante, demonstrando que estes compostos podem estar acessiveis



para as células do trato gastrointestinal e exercer seus beneficios & salde no organismo. O
extrato aquoso das folhas obtido por maceragdo mostrou-se seguro para aplicacdo no queijo néo
apresentando toxicidade nas concentracdes utilizadas nos experimentos. A bioacessibilidade de
compostos bioativos no queijo adicionado do extrato foi quantificada nos tempos inicial e final.
O extrato apresentou potencial para uso como antibacteriano sobre S. aureus em queijo frescal
ultrafiltrado com teor normal de gordura e light, obtendo mais eficiéncia no queijo light. Através
das microscopias foi possivel verificar a presenca do S. aureus inoculada no queijo e atuacédo
do extrato sobre a membrana plasmatica. A presenca de compostos bioativos do extrato
adicionado ao queijo frescal ultrafiltrado promoveram acdo antimicrobiana e antioxidante

durante o armazenamento.

Palavras-chave: compostos bioativos; micrografia; simulacdo gastrointestinal; toxicidade;

matriz alimentar.



ABSTRACT

Myracrodruon urundeuva Allemé&o, popularly known as “aroeira-do-sertdo”, is a medicinal
plant that presents in its constitution several substances with bioactive properties, thus, potential
for application in the food industry. In this context, the objective of this work was to evaluate
the antibacterial and antioxidant potential of aqueous extracts of the leaves of aroeira-do-sertéo
(Myracrodruon urundeuva Allemao) and its application as a natural preservative in ultrafiltered
fresh cheese. The extracts were obtained from fresh and dry cultivated Myracrodruon
urundeuva leaves and four different extraction methods (decoction, infusion, maceration and
turbolization). The identification of bioactive compounds and quantification of antioxidants,
phenolic compounds, tannins and flavonoids in the extracts was performed and the antibacterial
activity was tested on Gram-positive (Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and
Gram-negative (Salmonella Enteritidis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa)
evaluating the cell damage caused by the presence of extracts. In vitro toxicity and
bioaccessibility were investigated by obtaining the percentage of bioactive compounds after
gastrointestinal digestion. For the application tests, ultrafiltered fresh cheese with normal fat
and light content, the extract obtained by maceration and Sthaphylococcus aureus was used.
The aqueous extract obtained by decoction of aroeira-do-sertdo leaves was effective against all
tested microrganisms. The antimicrobial activity was verified for S. aureus and L.
monocytogenes (0.2 and 0.8 mg/mL respectively) and for S. Enteritidis, P. aeruginosa and E.
coli (6, 10 and 16 mg/mL respectively). Twenty-four secondary compounds distributed in six
fractions were isolated. The fractions showed antimicrobial activity against Gram-positive
bacteria at low concentrations (0.011 and 0.095 mg/mL) and two fractions showed activity
against Gram-negative bacteria at higher concentrations (2.4 and 33 mg/mL). The Nuclear
Magnetic Resonance analysis identified the presence of galotannis, gallic acid, flavonoids,
proline derivative (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-proline) and quinic acid. The aqueous extracts
of dry leaves obtained by decoction and maceration showed the best yields, antioxidant and
antimicrobial potential. The bacterial structural damages caused by the extracts were roughness,
cell wall loss, cell extravasation and change to L-shape. The UPLC-QTOF-MSE analysis of dry
leaf extracts obtained by maceration and decoction identified thirteen compounds,
predominantly flavonoids, tannins, gallic acid and quinic acid. After simulated gastrointestinal
digestion, the significant presence of bioactive compounds with antioxidant potential was
observed, demonstrating that these compounds can be accessible to the cells of the

gastrointestinal tract and exert their health benefits in the body. The aqueous extract of the



leaves obtained by maceration proved to be safe for application in cheese, not showing toxicity
at the concentrations used in the experiments. The bioaccessibility of bioactive compounds in
cheese added with the extract was quantified in the initial and final times. The extract showed
potencial for use as an antibacterial against S. aureus in ultrafiltered fresh cheese with normal
fat and light content, obtaining more efficiency in light cheese. Through microscopy it was
possible to verify the presence of S. aureus inoculated in the cheese and the action of the extract
on the plasma membrane. The presence of bioactive compounds from the extract added to

ultrafiltered fresh cheese promoted antimicrobial and antioxidant action during storage.

Keywords: bioactive compounds; micrography; gastrointestinal simulation; toxicity; food

matrix.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTSe+ Radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) sal
diamonio

ATCC American Type Culture Collection

BHA Butilhidroxianisol

BHT Butilhidroxitolueno

BOD Biochemical Oxygen Demand

BST Brine Shrimp Test

CBM Concentracdo Bactericida Minima

CENAUREMN Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética

Nuclear
CEUA Comité de Etica Para Uso de Animais
CF Compostos Fendlicos
CIM Concentracdo Inibitéria Minima
CL Cruzamento de Linhas
DAP Diametro e Altura do Peito
DLso% Dose Letal 50%
D.O Densidade Optica
DPPH« Radical (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
EAG Equivalente em Acido Galico
EAT Equivalente em Acido Ténico
EQ Equivalente em Quercetina
FFTURB Folha Fresca por Turbolizacao
FSTURB Folha Seca por Turbolizacao
FFMAC Folha Fresca por Maceragéo
FSMAC Folha Seca por Maceragéo
FFDEC Folha Fresca por Decocgéo
FSDEC Folha Seca por Decocgéo
FFINF Folha Fresca por Infusdo
FSINF Folha Seca por Infuséo
HMDS Hexametildisilazano

HPLC Cromatografia Liquida de Alto Desempenho



HSCCC
IAL
LAFIPLAN
LMA
MEV
MET
MHz
NEPAU
OCDE
pH

RDC
RMN tH
RPM
TSA
TSA+YE
TSB
UFC

UPLC-QTOC-MSE

Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade

Instituto Adolf Lutz

Laboratorio de Analises Fitoquimicas de Plantas Medicinais

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos

Microscopia Eletronica de Varredura

Microscopia Eletronica de Transmissao

Mega-Hertz

Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana

Guideline for Testing Acute Toxicity in Fishes

Potencial Hidrogenionico

Resolucédo da Diretoria Colegiada

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Rotacdo por minuto

Agar Tripticase de Soja

Agar Tripticase de Soja com Extrato de Levedura

Caldo Tripticase de Soja

Unidade Formadora de Col6nia

Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplado a um
espectrometro de massa de tempo de voo de quadrupolo de ionizagao por

electrospray operando no modo MSE



1

2.1

2.2

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

3.9

6.1
6.2

6.3

7.1

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt sas st see st 19
OBUJIETIVOS ...ttt ettt et ie e bt e sttt et e sin e beeannas 20
ODJETIVO GEIaAL........iieieiiiee bbb 20
ODjJEtiVOS ESPECTTICOS. ...uviviiiieiieie et 21
REVISAO BIBLIOGRAFICA........cootiiiiiiieisinsiississississ s 21
A espécie Myracrodruon urundeuva AHEMAED..........cccceeieiie i 21
V1= T 0 [0l 0 LoD = o= Lo OSSR 22
Y F= Tt Vo= Lo PSRRI 23
LI UL 010 172 Vo= Lo SRS 23
INTUSEO ...t 23
DIBCOCGAD ...ttt bbb bbbt bbb 23
Atividade antimiCroDIANE .........coeiiiiiiiii s 24
ATIVIdade aNTIOXIAANTE ........coiiiiiiie e 25
Simulagéo gastrointestinal IN VITrO...........coiiiiiiiiiie s 29
Identificacéo e caracterizacdo de metabolitos eSPeciais.........c.ccvvvverviieeiverrsienieenne 29
TOXICIAAAE ...ttt b bbbt 29
Microscopia eletrénica de varredura, transmissao e Microscopia Confocal............ 30
Aplicacdo de extratos vegetais em QUEIJOS.......cccuevueiiieiiereeiieceese e see s sre e 31
CAPTTULO Lot 33
INTRODUGAO ..ottt ettt en s 34
MATERIAL E METODOS..........coiiieeiiesieesseeese s iesesses s ssssssesssssesesssnessnesnenns 34
Material vegetal € eXEraCA0.........cccviiiiiiiiieie e e 34
Fracionamento do extrato aquoso por HSCCC.........cccccceieiiii e 35
Atividade antimicrobiana............ccooveiiiiiii 35
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ciiiieeriieiseisssssessssssssssssssssssasssassssssnns 36

Atividade antimicrobiana de fragdes de M. Urundeuva ............ccocevereiencienennnn 36



7.2 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de M. urundeuva............ 40

8 CONCLUSAO ...ttt 41
9 CAPTTULO Tl 42
10 INTRODUGAO ... eetee et 43
11 MATERIAL E METODOS.......coiiiiiieeeseeis e eses st sessssssas s sessnsssnans 44
11,1 Material VEgETAl .........ooeeieee e 44
i B O] o] (=T [or (oo [0 - L (0 1TSS 44
11.3 Identificacdo dos compostos quimicos por Ressonancia Magnética Nuclear ....... 45
11.4  Potencial antimiCroDIaN0............ccoiiiiiiiiieee e 45
11.4.1 Preparo dO iNOCUIO.........cceiiiiiece ettt esra e 45
11.4.2 Determinacao da concentracgdo inibitdria minima (CIM) ........ccccoevviieiiieiiiicceee 45
11.4.3 Determinacao da concentracgdo bactericida minima (CBM) ..........ccccooevveveiiecnene 46
11.5 Microscopia eletronica de varredura € tranSMiSSA0 ........c.ceovvereeieerieresieresesenieas 46
12 RESULTADOS E DISCUSSAO ..o teses s, 47
12.1  Ressonancia magnética NUCIEAN............c.ccuiiiiiiniee e 47
12.2  Potencial antimiCroDIaN0 .........c.coiiiiiiiiiiiiee e 49
12.2.1 Concentracdo inibitéria minima e Concentracao bactericida minima ...................... 49
12.3 Microscopia Eletronica de Varredura e TransSmiSS80 ..........ccocvvvereerienenenenenieninas 52
13 CONCLUSAO ...ttt 56
14 (07 =] 1 010 1 1 OO 57
15 INTRODUGAOD ..ot ses e tes st nass s n st 58
16 MATERIAL E METODOS.........ooieiieeieieeieeesesiesssesiesessenasss s ssassen e, 59
16.1  Material VEgELal ........ccvooiiiiiece e 59
16.2  ODEENCAOD A0S EXLFALOS ......eviiiieiieiie ettt sttt sre e 59
16.3 Determinagdo do rendimento e granulometria..........ccccovveririeieeninie e 60
16.4 Determinagdo de compostos fenOlicos tOLaIS .........cccveeeiieriiie e 60

16.5  POtENCIAL ANTIOXITANTE .. ..ttt seseenennenennnnes 61



16.5.1 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS** ........ 61

16.5.2 Determinacéao da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe......... 61
16.6  QUANTITICAGAO UE TANINOS. .....eiuieiieiieieieit ettt 62
16.7 Quantificacdo de flavonGides tOtaIS ..........ccerrriiiiiiiiie e 62
16.8  Andlise de UPLC-QTOFR-MSE..........cooiiiiecceee e 62
16.9  Bi0aCeSSIDIIAATE .........cveiiiieciieee s 63
16.9.1 indices de Bioacessibilidade. ..........c..coevveveciciciiieceie et 63
16.10 ANALISES ESTALISTICAS. ... ..eeuiveeeiiitiiieee et 64
17 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......c.oiiereiretieeeesiessiesissssesissesissesses s sesensenssneneas 64
17.1 Rendimento € granUIOMELIIa........c.ccoveiiiie i 64
17.2 Potencial antioxidante, teor de compostos fendlicos, taninos e flavondides........... 65
17.3  Andlise de UPLC-QTOFR-MSE ... 68
17.4  Simulagdo Gastrointestinal IN VITFO ..........ccccoviiiiiiiieereses e 71
18 CONCLUSAOD ...ttt 73
19 CAPITULO IV ittt 74
20 INTRODUGAO........coieeeeeeeeeeeee s eee s eseeeaeeae st es s 75
21 MATERIAL E METODOS ...ttt ssnnesssnes s s ssnnans 76
21.1 Material VEQETAL........ccooiiiiieieee s 76
21.2  ODEENGAO AOS EXIFALOS. ... .evieiiiiiiieiieiieie sttt 76
21.3 Determinacado do rendimeNnt0..........cccciiiieiiiiieiieie e 76

21.4 Identificacdo de metabolitos secundarios por Ressonancia Magnética Nuclear ... 77

21.5 Determinacao de compostos fendlicos totais.........cccveveieeiieiiiiiece e 77
21.6 Potencial antioXIdANTE............cooiiiiiiii s 77
21.6.1 Determinacéao da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTSe"....... 77
21.6.2 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe......... 78
21.7  QUANTITICAGAOD B TANINOS.......iiviiiieiieiieieie et 78

21.8 Quantificacdo de flavon0ides TOTAIS ..........ccoceiiriiieiiie s 78



21.9 Potencial antimiCroDIAN0 ......cooovoie e 78

21.9.1 Concentracado inibitoria minima (CIM).........cccoviiiiiiieiec s 79
21.9.2 Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM) ........cccccoceivviniiiiinennene 79
21.10 Atividade toxicolégica frente Artemia salina Leach............cccocovcvviveiininnnncveicienn, 79
21.11 ANALISE ESTALISTICA. ... ettt 80
22 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cooeveiieeeeeereieeesesese s ssnensens 80
22.1  RENIMENTO ...ttt bbbt 80

22.2 Identificacdo de metabolitos secundarios por Ressonancia magnética nuclear .... 81

22.3 Potencial antioxidante, teor de compostos fenolicos, taninos e flavonoides........... 83
22.4  Atividade antimiCroDIANE. ........c.ooeiiiiiiiiiee s 85
22,5 Toxicidade por Artemia salina Leach................ coooviiiiiii e 87
23 CONCLUSAO ...ttt 88
24 CAPITTULO V.ot e e s sttt 90
25 INTRODUGAO . .......ooiieeeeeeeee e ves e tes s eeeas st s s na s s 91
26 MATERIAL E METODOS ..ottt sssssssssssssssssssssssssssssssesncs 92
26.1 Obtencao e secagem de folhas de M. Urundeuva............cccccevveienininenenieseene e 92
26.2  ODTENGAOD A0S EXTFALOS. ... .cveiiieiieiieieie et ettt 92
26.3  QUETJOS ...ttt bbb bbb bbbttt bbb 93
26.4 Toxicidade por Artemia salina Leach..........ccooeviiiiiiiiiiic 93
26.5 Toxicidade in vivo usando Zebrafish (Danio rerio)..........ccccooeeeeiieeieceeseece e 93
26.6 Aplicacdo do FSMAC no queijo frescal ultrafiltrado ............ccccocooveviieiiciic. 94
26.6.1 Microrganismo e condi¢es de CreSCIMENTO .........c.covevieeieieecie e 94
26.6.2 Preparacéo, inoculagio e armazenamento de amostras.........ccoovveevveieseeneerie e 95
26.6.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana de FSMAC em UC1 e UC2..........cccceevruennee. 95
26.7 Microscopia Eletrénica de Varredura e Microscopia Confocal............cccccceeveneee. 96
26.8 Avaliacdo de compostos bioativos de FSMAC em UCL .........cccceviveveieeivenie s 96

26.8.1 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS*" ........ 97



26.8.2 Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe......... 97

26.8.3 Determinacgdo de compostos fenOlicos tOtaIS .......c.ccveverereiiii s 97
26.8.4 QUANTITICAGA0 T TANTNOS. .......eiviiiieiieiieieie s 98
26.8.5 Quantificacdo de flavonGides tOaIS .........cvceieieiriieee e 98
26.9  BI0aceSSIDIIAAUE........cvieiiiiec s 98
26.9.1 Indices de BioacessiDilidade. ............ccovvevcuiieceeieieie et 99
26.10 ANAIISE ESTAtISTICA. ... ...cviveieiieiieeees s 99
27  RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ccoeiieieeeeeiieeesieiessiesesesissssesssssssnes s s ssnansens 99
27. 1 TOXICIHAUE ...ttt bbbttt 99
27.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de FSMAC em UCle UC2 .................... 101
27.3 Microscopia Eletrénica de Varredura e Microscopia Confocal em UCL1............. 105
27.4 Bioacessibilidade de compostos bioativos de FSMAC em UC1............cccccoveevvenee 107
28 CONCLUSAO ...ttt 109
29 CONSIDERAGOES FINAIS........ootiieieeieeteesesere s tes s ssnessssiss s 105

REFERENCIAS .....ooieveeeeeeteeev ettt ses st s et anen e 111

APENDICE A - LISTADE ILUSTRAGOES........ccoo oo eeeessee s 140

APENDICE B - LISTADE TABELAS ..ot veneese s 142



19

1. INTRODUCAO

O uso de plantas com finalidade terapéutica, conhecido como fitoterapia, € uma
tradicdo preservada por diversas pessoas e serve como base inicial para estudos que buscam
acOes farmacoldgicas (CARNEIRO et al., 2014). A eficécia dos produtos naturais vem sendo
elucidado pela comunidade cientifica (SALESSE et al., 2018) resultando em possiveis
aplicacdes industriais.

Os antimicrobianos sdo compostos sintéticos ou naturais que tem como finalidade
inibir ou destruir microrganismos, atuando diretamente sobre estes (DAVID, STEENSON e
DAVIDSON, 2013). H& uma crescente preocupacdo dos consumidores com relacdo a produtos
sintéticos e a propagacdo de microrganismos multirresistentes (SHAIKH et al., 2015), o que
explica a popularidade dos antimicrobianos naturais.

Entre as plantas de uso popular, Myracrodruon urundeuva Allemao, popularmente
conhecida como “aroeira-do-sertdo”, pertencente a familia Anacardiaceae, destaca-se por seu
amplo uso popular como anti-inflamatdrio, cicatrizante, antialérgico e para o tratamento de
infeccBes da pele e mucosas (SA, 2008; NAPOLEAO et al., 2012).

Devido ao metabolismo secundério, 0s vegetais superiores sdo capazes de produzir
metabdlitos especiais tais como, terpendides, alcal6ides, compostos fendlicos (quinonas,
taninos e flavonoides), carotendides e saponinas, sendo utilizados como mecanismo de defesa
contra microrganismos, ativando ou bloqueando reacfes enzimaticas, e alterando estruturas de
membranas dos mesmos (SILVA e FERNANDES JUNIOR, 2010; MIRANDA et al., 2016).

A aroeira-do-sertdo vem se destacando quanto ao seu potencial antimicrobiano e
antioxidante. Possuem em sua constituicdo diversos metabodlitos especiais, dentre eles,
esterdides, fendis simples, flavonas, flavonoide, flavonois, flavanonas, flavanonois, saponinas,
taninos e xantonas (PINHO et al., 2012). Alguns compostos fendlicos sdo vistos como
antimicrobianos (MUKNE et al., 2011) e antioxidantes (LACHMAN et al., 2010) sendo
considerados interessantes para a indUstria de conservantes alimenticios.

Galo et al. (2018), define conservantes naturais como substancias intencionalmente
adicionadas aos alimentos capazes de conferir alguma caracteristicas ou melhorar outras, como
as propriedade de armazenamento. Sendo moléculas de origem natural que apresentam
atividade bioldgica na conservacdo alimentar, tem funcdo antioxidante, se enquadrando na
conservacao alimentar pela adicdo de aditivos.

A crescente procura pelos alimentos funcionais e os efeitos benéficos associados ao

seu consumo tem estimulado o aumento de pesquisas sobre seu potencial bioativo (HELAL e
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TAGLIAZUCCHI, 2018; HIDALGO et al., 2018). Nessas pesquisas sdo realizadas analises
quantitativas e das atividades bioldgicas dos compostos bioativos, mas a maioria ndo considera
as alteracdes fisico-quimicas que ocorrem durante o processo de digestdo pelo organismo
(CELEP et al., 2017). O modelo de digestdo in vitro, simulando a digestdo humana tem
apresentado resultados confiaveis da biacessibilidade de compostos bioativos e da capacidade
antioxidante total em produtos vegetais (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013).

Os testes de toxicidade sdo de importancia para a avaliacdo dos efeitos causados
por produtos quimicos (SCHOLZ et al., 2013), a Artemia salina L. (microcrustacio) e o
zebrafish (Danio rerio) adulto (teledsteo) sdo utilizados na avaliacdo de toxicidade
(BRAUNBECK et al., 2015; LACERDA et al., 2011). O método utilizando a Artemia salina L.
¢ proposto como um bioensaio relativamente simples para avaliar atividades farmacoldgicas e
toxicologicas de produtos naturais (ARAUJO et al., 2010). O zebrafish adulto (Danio rerio) foi
estabelecido em 2013, pela OCDE (Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico), como modelo para avaliagdo de testes de toxicidade agudos e cronicos (OECD,
2013).

Os produtos naturais oriundos de plantas como o0s extratos aquosos e organicos e
6leos essenciais, podem estender a vida util de produtos alimenticios como o queijo, reduzindo
ou eliminando a sobrevivéncia de bactérias patogénicas e melhorando a qualidade geral através
da inibicio de rangco oxidativo (BANDYOPADHYAY, CHAKRABORTY e
RAYCHAUDHURI, 2008).

Neste contexto, pesquisas direcionadas a testar o potencial bioativo de extratos de
plantas sdo essenciais para descobrir novas substancias com acéo antimicrobiana e antioxidante,

com o proposito dessas substancias serem aplicada na inddstria de alimentos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante de extratos aquosos das folha de
aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva) e sua aplicacdo como conservante natural em

queijo frescal ultrafiltrado.
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2.2 Objetivos especificos

a) Realizar a coleta e herborizagdo do material vegetal;

b) Obter os extratos aquosos das folhas frescas e secas da aroeira-do-sertéo;

c) Obter a granulometria e o rendimento dos extratos;

d) Avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes e dos extratos aquosos das folhas
secas e frescas da aroeira-do-sert&o;

e) Determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais,
taninos e flavonodides dos extratos aquosos das folhas secas e frescas da aroeira-do-sertao;

f) Identificar compostos bioativos nos extratos aquosos das folhas secas e frescas
da aroeira-do-sertéo;

g) Avaliar a toxicidade aguda dos extratos aquosos das folhas da aroeira-do-sertéo;

h) Verificar o mecanismo de acdo antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas
secas da aroeira-do-sert&o;

1) Avaliar a bioacessibilidade in vitro dos compostos bioativos dos extratos
aquosos da folhas secas da aroeira-do-sertéo;

J) Verificar a acdo do extrato aquoso das folhas secas da aroeira-do-sertdo aplicado
no queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e light;

k) Awvaliar o mecanismo de agdo antimicrobiana do extrato aquoso das folhas secas
da aroeira-do-sertdo sob queijo frescal ultrafiltrado contaminado com S. aureus;

I) Avaliar o potencial antioxidante, teor de compostos fendlicos, taninos,
flavonoides e bioacessibilidade in vitro nas amostras de queijo frescal ultrafiltrado com teor

normal de gordura contendo o extrato aquoso das folhas secas da aroeira-do-sertéo.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A espécie Myracrodruon urundeuva Allemao

Myracrodruon urundeuva Allemdo é conhecida popularmente como “aroeira-
preta”, “aroeira-do-sertdo” ou “urundeuva”, sendo uma espécie da familia Anacardiaceae, de
distribuicdo natural limitada & América do Sul, nativa no Brasil e mais amplamente distribuida
nas regides nordeste, sudeste e centro-oeste, ocorrendo tambeém na regido da Bolivia, Paraguai
e Argentina (DORNELES et al., 2005). A arvore € caducifolia, atinge de 5 a 20 m de altura e
30 a 60 cm de didmetro a altura do peito (DAP, 1.30 m do solo) (CARVALHO, 2003).
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Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturacdo dos frutos ocorre de
setembro a outubro (LORENZI, 1992). No Brasil, pais de origem da planta, devido a sua
exploracdo, aroeira-do-sertdo foi incluido na lista oficial de espécies ameacadas de extin¢édo
(GUEDES et al., 2011).

A aroeira-do-sertdo possui folhas alternas, com cinco a sete pares de foliolos,
ovalado-obtusos, pubescentes em ambas as faces (Figura 1). Suas flores sdo purplreas com
pélos e suas sementes estdo contidas dentro de frutos drupaceos, pequeninos, globoso-ovais
com exocarpo fortemente lignificado e envoltério membranaceo liso. A germinagéo ocorre em
aproximadamente dois dias (QUEIROZ et al., 2002; SILVA, RODRIGUES e AGUIAR, 2002;
GUERRA, 2008).

Fonte: Proprio autor.

Seu potencial farmacoldgico e uso popular surgem como uma alternativa
terapéutica. Atribuido, sobretudo a folhas e cascas do caule, as propriedades medicinais da
aroeira-do-sertdo se aplicam ao tratamento das afeccOes urindrias, respiratorias, acdo anti-
inflamatoria e cicatrizante (ANDRADE et al., 2000). A utilizacdo da aroeira-do-sertdo abrange
diversas possibilidades, possuindo inclusive propriedades antivirais e, em certa medida,
validando assim os seus usos tradicionais na medicina popular (CECILIO et al., 2012). O cha
de folhas tem sido associado com o tratamento de cefaleias, infeccdes orais e disturbios
gastrointestinais. Dependendo da combinagdo usada (cha e infusdes), a planta é usada para o
tratamento de febre, gripe, feridas, diarréia e gastrite, também sendo indicada para reumatismo
(CARTAXO et al., 2010).

3.2 Métodos de extracéo
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3.2.1 Maceragao

A maceracdo ¢ o método escolhido quando os principios ativos podem sofrer
alteracdo pelo calor ou pelo ar e séo solUveis a temperatura ambiente, em um solvente que nao
deve ser volatil (MARTINEZ e CUELLAR, 2001).

E a operac&o na qual a extragdo da matéria prima vegetal é realizada em recipiente
fechado, em temperatura ambiente, durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob
agitacdo ocasional e sem renovacao do liquido extrator (processo estatico). Pela sua natureza,
ndo conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido a saturacdo do liquido
extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da
célula. Este processo fica restrito quando se trabalha com substancias ativas pouco sollveis,
plantas com elevado indice de intumescimento e possiveis proliferacdes microbianas. Apesar
dos inconvenientes apresentados, ainda € uma das técnicas extrativas mais usuais devido a
simplicidade e custos reduzidos (SCHMIDT, 2005).

3.2.2 Turbolizacao

Nessa técnica, a extragdo ocorre concomitantemente com a reducédo do tamanho da
particula, resultado da aplicacdo de elevadas forcas de cisalhamento em rotaces de 2000 a
5000 rpm. A reducdo drastica do tamanho de particula e o0 consequente rompimento das células
favorece a rapida dissolucdo das substancias, resultando em tempos de extracdo da ordem de

minutos e o quase esgotamento da droga (SIMOES et al., 2010).
3.2.3 Infuséo

A extracdo ocorre pela permanéncia, por aproximadamente 30 minutos, do material
vegetal em agua fervente, num recipiente tapado. A infusdo ¢ aplicavel a partes vegetais moles,

as quais devem ser contundidas, cortadas ou pulverizadas, a fim de que possam ser mais

facilmente penetradas e extraidas pela agua (SIMOES et al., 2010).

3.2.4 Decocgao
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A decocgdo consiste em manter o material vegetal em contato, por
aproximadamente 15 minutos, com um solvente (normalmente agua) em ebuli¢do. E uma
técnica de emprego restrito, pois muitas substancias ativas sdo alteradas por um aquecimento
prolongado e costuma-se emprega-la com materiais vegetais duros e de natureza lenhosa
(SIMOES et al., 2010; PANDEY e TRIPATHI, 2014).

3.3 Atividade antimicrobiana

O estudo da atividade antimicrobiana, geralmente é baseado em microrganismos de
importancia epidemioldgica, tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por diferentes
processos etiolégicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto em pacientes
imunocomprometidos (ANTUNES et al., 2006; CATAO et al., 2010).

Os compostos advindos das plantas medicinais capazes de inibir o crescimento de
patdgenos ou mata-los, além de apresentar toxicidade minima para as células hospedeiras sdo
consideradas candidatas para o desenvolvimento de novos antimicrobianos ndo somente pela
atividade individual de um determinado composto bioativo, mas pela possibilidade de
associados a outros produtos produzirem tal efeito (ASKARI et al., 2012). Estes compostos séo
metabolitos secundarios, grupo diversificado de moléculas que possuem atividades bioldgicas
envolvidas nos mecanismos de adaptacdo da planta a seu meio (DASH et al., 2011; PEREIRA
e CARDOSO, 2012).

Os principais grupos de compostos extraidos das plantas com atividade
antimicrobiana incluem os terpenoides, alcaldides, lectinas, polipeptideos, substancias
fenolicas e polifenodis (fendis simples, acidos fenolicos, quinonas, flavonas, flavondis e
flavondides), taninos e cumarinas (PINTO, 2008).

Ao longo dos anos, alguns estudos in vitro demonstraram que o extratos de aroeira-
do-sertdo apresentaram potencial antimicrobino frente a bactérias e fungos. Essa atividade
antimicrobiana é atribuida aos biocompostos presentes nos derivados da planta, como uma
lectina purificada extraida do caule, que apresentou atividade contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Corynebacterium callunae, Streptococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Fusarium decemcellulare, Fusarium

oxysporum e Fusarium fusarioides (SA et al., 2009).
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Extrato hidroalcodlico e aquoso das folhas de aroeira-do-sertdo coletadas em
Selviria no estado do Mato Grosso do Sul, também mostraram atividade antifungica contra
Colletotrichum gloeosporioides e Corynespora cassiicola, reduzindo em até 100% o
crescimento fungico (NARUZAWA e PAPA, 2011). Alves et al. (2009) também observaram
que o extrato hidroalcodlico tem atividade antiflngica contra cepas de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei.

Além de agir sozinho, o extrato de aroeira-do-sertdo € capaz de atuar em associacao
com antimicrobianos, como eritromicina, clindamicina, gentamicina e amicacina,
potencializando sua a¢do (FIGUEREDO et al., 2014; JANDU et al., 2013).

Aléem da forma livre (planctonica), microrganismos podem ser encontrados
associados em biofilmes. Biofilmes de bactérias e/ou fungos apresentam alta resisténcia a
antimicrobianos e desinfetantes, causando infecgbes que persistem mesmo com tratamento
adequado. Isso se deve a vérios fatores presentes no biofilme que podem aumentar a resisténcia
das células a antimicrobianos em até 1000 vezes (VAN et al., 2014).

Alguns estudos relatam que extratos de aroeira-do-sertdo apresentam efeitos contra
biofilmes microbianos, como aqueles formados por Lactobacillus casei, Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus imitis, Streptococcus mutans (ALVES et al., 2009),
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, in vitro (JUNIOR et al., 2011) e in vivo
(MENEZES et al., 2010).

3.4 Atividade antioxidante

O termo antioxidante pode ser definido como uma classe heterogénea de moléculas
naturais, que presentes em baixas concentragdes, sdo geralmente usados para inibir, prevenir ou
retardar a deterioracdo pela oxidacdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

H& um crescente interesse de pesquisadores na identificacdo de substancias
antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais oriundos de plantas. Assim, uma das
técnicas atualmente utilizadas para detectar a capacidade antioxidante de compostos é 0 método
baseado na eliminag&o do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe). O radical
DPPH?e ¢ bastante conhecido e apresenta muitas vantagens, tais como uma boa estabilidade na
auséncia da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (DENG, CHENG e YANG, 2011,
SCHERER e GODOQY, 2009).

Segundo Moon e Shibamoto (2009), o0 método DPPH?e ¢ utilizado em mais de 90%

dos estudos de avaliacdo antioxidante de substancias puras, misturas ou matrizes complexas.
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Outro metodo utilizado para medir a atividade antioxidante se baseia na captura do radical 2,2 -
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS™), que pode ser gerado através de uma
reacao quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade
de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Os compostos fendlicos sdo substancias bioativas, possuindo um grande grupo
diversificado de metabdlitos secundarios que sdo amplamente distribuidos em todas as plantas
(HATAMNIA et al., 2014). Em frutas, vegetais e condimentos alimentares, foram detectados a
presenca de diversos compostos fendlicos, tais como, monoterpenos (0leos etéreos), fenois
diterpenos (&cido carndsico, carnosol, rosmanol e epirosmanol), acidos fendlicos (&cido
rosmarinico e acido caféico), flavondides (procianidinas, quercitina, miricetina e luteolina),
acidos triterpenos (&cido ursélico e acido oleandlico) e 6leos volateis (eugenol, timol e
carvacrol) (MAHESWARAPPA et al., 2014), com o objetivo de serem aplicados em alimentos.

Os polifendis pertencem a uma classe de biocompostos que incluem uma
diversidade de estruturas, simples e complexas, amplamente distribuidas no reino vegetal, que
devido a sua grande diversidade quimica, apresentam uma variedade de func¢des, contribuindo
para o sabor, odor e coloracdo de diversas plantas, sendo importantes economicamente
(FULLER, 2008).

Os compostos fendlicos incluem mais de oito mil estruturas quimicas e podem ser
classificados pelo nimero e arranjo de seus atomos de carbono, sendo divididos em pelo menos
dez grupos: fendis simples, acidos fenodlicos, cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas,
xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavondides e ligninas (CROZIER et al., 2009).

Os taninos sao compostos polifendlicos distribuidos em plantas, alimentos e
bebidas, possuem peso molecular relativamente elevado soltveis em agua, formam complexos
razoavelmente fortes com proteinas e outros polimeros. Plantas ricas em taninos sao
empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas molestias como, por exemplo, 0
tratamento de feridas, ja que possuem um poder antisséptico, devido a sua capacidade de
precipitar proteinas das celulas superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma camada
protetora, impedindo o desenvolvimento de microrganismos (DIAS et al., 2011).

Os antioxidantes podem ser de grande beneficio para a melhoria da qualidade de
vida, ja que eles tém a capacidade de proteger um organismo dos danos causados pelos radicais
livres, prevenindo ou adiando o inicio de varias doengas, como cardiovasculares, cronicas
(cancer, aterosclerose, artrite reumatica e hipertrofia muscular) e neurodegenerativas (mal de
Alzheimer) (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007; TINKEL, HASSANAIN e KHOURI, 2012; BORUT e RAJA, 2012).
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3.5 Simulagdo Gastrointestinal in vitro

A digestdo humana é um processo complexo no qual os alimentos ingeridos se
transformam em nutrientes que podem ser utilizados pelo corpo tanto para o crescimento e
manutencdo das células quanto como energia. A principal funcdo do sistema digestivo humano
¢ a transferéncia de nutrientes, agua e eletrdlitos provenientes dos alimentos para o corpo
(GUERRA et al., 2012).

A bioacessibilidade pode ser definido como a quantidade de composto solubilizado
no intestino delgado e disponivel para absorcdo subsequente. Este processo compreende a
liberacdo de compostos da matriz alimentar e sua estabilidade sob a condi¢do gastrointestinal
(GAWLIK-DZIKI, 2012; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Estudos definitivos sobre a
bioacessibilidade de compostos bioativos requerem experimentos in vivo com humanos. No
entando, os métodos in vitro também provaram ser Util na determinagdo de sua estabilidade em
condicdes gastrointestinais (TOYDEMIR et al., 2013). Os métodos in vitro sdo aplicados a um
sistema de digestdo gastrointestinal simulada usando a-amilase na fase bucal, pepsina na fase
gastrica e uma mistura de pancreatina e sais biliares durante o periodo no trato intestinal. O
elemento difundido através de uma membrana semipermeavel na fase intestinal € usado como
medida da bioacessibilidade de compostos (KULKARNI et al., 2007).

A fracdo de compostos bioativos liberados da matriz alimentar apos a digestdo que
é solubilizada no instestino para a absorcdo intestinal € normalmente conhecida como fragédo
bioacessivel (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2015). Portanto, € interessante utilizar a ferramenta
de bioacessibilidade (in vitro) para estimar a estabilidade digestiva dos constituintes alimentares
de um composto em estudo, através de sistemas que simulem as condi¢des gastrointestinais ja
gue os estudos in vitro se mostram bem correlacionados com os in vivo (HELENO et al., 2015).
Além disso, este recurso tem ampla aceitacdo no ambito cientifico (APEA-BAH et al., 2016;
PETRAT-MELIN et al., 2016).

3.6 ldentificagéo e caracterizacdo de metabolitos especiais

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas
aplicadas para identificagéo e caracterizagdo de metabolitos especiais, qualitativa e quantitativa
altamente reprodutivel e ndo seletiva, ou seja, ndo depende das caracteristicas quimicas dos

compostos observados como polaridade e acidez (pKa) (MARKLEY et al., 2017).
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A RMN ¢ uma das técnicas mais importantes para a caracterizacdo de estruturas
moleculares em todos os estados fisicos (liquido, solido e de material heterogéneo) da matéria
(WINNING et al., 2008). Vem sendo empregada em estudos de plantas, tanto para a elucidacéao
estrutural de moléculas previamente isoladas e purificadas, quanto para o estudo de fracGes
enriquecidas ou mesmo extratos brutos de alta complexidade (KIM, CHOI e VERPOORTE
2011; SCHRIPSEMA, 2010).

Nas ultimas décadas, A RMN tem sido aplicada majoritariamente a estudos
metabolémicos ao possibilitar a analise simultanea de diversos grupos de compostos oriundos
do metabolismo secundario (flavonoides, alcaldides, terpendides, etc) e primarios (agucar
acidos organicos e aminoacidos). Tal aplicabilidade realiza uma comparacdo direta da
concentracdo dos compostos sem a necessidade de se elaborar curvas de calibragdo, o que
requer o uso de substancias de referéncia de alto grau de pureza, muitas vezes rara e de dificil
obtencgéo (PILON et al., 2020).

Desse modo, a espectroscopia de RMN pode fornecer detalhes de informagdes
estruturais, quimicas e eletrénicas de praticamente qualquer molécula (organica e inorganica).
Uma andlise cuidadosa dos espectros obtidos pode fornecer informacdes precisas da dinamica
e estrutura molecular da amostra, bem como interagdes inter e intramoleculares. E utilizada pela
sintese organica e inorganica, quimica de produtos naturais, bioquimica e fisico-quimica, na
determinacdo de estereoquimica, na analise conformacional e no acompanhamento do curso de
uma reacdo quimica (RODRIGUES, 2010).

A técnica UPLC-QTOF-MSE é uma cromatografia liquida denominada de “ultra-
performance” que oferece vantagens significativas na resolucao, sensibilidade, velocidade para
as determinacdes analiticas, principalmente quando combinada com espectrdmetros de massa
capazes de aquisicOes de alta velocidade. O uso do UPLC ¢é bastante relevante, pois emprega
volumes de amostras reduzidos, em razdo a dimensdo das colunas cromatograficas que séo
menores que as de HPLC (MALDANER e JARDIM, 2009; 2012).

A UPLC vem sendo aplicada em deteccdo de impurezas, identificacdo de
metabolitos, estudos farmacocinéticos, analises toxicoldgicas, estudos metabolémicos e
analises de produtos naturais (KHAN e ALI, 2015).

Em contraste com as técnicas habituais de cromatografia em coluna, a
cromatografia contracorrente nao depende do uso de suporte solido e utiliza duas fases liquidas
imisciveis para separacdo de solutos, excluindo assim qualquer chance de adsorgédo
irrecuperavel (ITO etal., 1970; SONG et al., 2017). As caracteristicas distintas da fase liquida
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estacionéria e a facilidade com que pode ser ampliado tornam a cromatografia contracorrente
um subtituto para a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

A cromatografia contracorrente permite o acoplamento com outros instrumentos
analiticos, estabelecendo uma hifenizacédo de sistemas on-line. Por esta razéo a técnica tem sido
amplamente empregado em separacOes analiticas e/ou preparativas e purificacbes para um
grande nimero de compostos, incluindo produtos farmacéuticos (HOCHLOWSKI et al., 2009),
alcaldides (CRUZ et al., 2016), flavonoides (KHAN e BAKHT, 2016) e fendis (SHU et al.,
2014).

A cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC) é composta por um
fuso, um eixo de movimento planetario e um par de eixos rotativos. A forca centrifuga é
empregada para retencdo na fase liquida em uma coluna em espiral de multicamadas, enquanto
a outra fase é bombeada através desta coluna, aumentando assim a eficacia de separacdo. A
elevada capacidade de carga de amostra, consumo de solvente truncado, auséncia de adsorgéo
irrecuperavel de amostra e disponibilidade de uma gama diversificada de modos de eluicdo
contribuem para o surgimento desta técnica como elemento vital, potente e procedimento eficaz
preparadado (HUANG et al., 2016).

3.7 Toxicidade

O bioensaio com Artemia salina (BST — Brine Shrimp Test) serve tanto como
indicador de toxicidade como de bioatividade de diversas substancias quimicas, inclusive para
extratos de plantas. Os testes apresentam vantagens como: rapidez, praticidade, simplicidade,
baixo custo, requer pouca quantidade de amostra, além de apresentar uma boa relagdo com
testes in vivo, sugerindo que € um método Util e de confianga (PARRA et al., 2001).

Por esse método, é possivel determinar a concentracdo letal 50% (CL50) de
componentes ativos e extratos em meio salino, considera-se que valores acima de 1000 pg/mL
sdo considerados atoxicos e quando menor que 1000 pg/mL sdo considerados téxicos (MEYER
et al., 1982). Ha na literatura diversos trabalhos que apresentam uma boa correlacdo entre os
ensaios de toxicidade a Myracrodruon urundeuva e distintas atividades bioldgicas, tais como,
antifangica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras
(PISUTTHANAN et al., 2004).

Algumas espécies de peixes sdo consideradas bioindicadores, no Brasil a espécie
mais utilizada é o Danio rerio, conhecida vulgarmente como peixe paulistinha ou peixe zebra

(Zebrafish). O Danio rerio é um pequeno teledsteo que vem sendo usado mundialmente como
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modelo experimental em diversas areas de pesquisa, como exemplo a toxicologia (EGAN et
al., 2009).

O Zebrafish, devido a existéncia de diversas caracteristicas bioldgicas, pode ser
utilizado em testes de triagem de alto rendimento, promovendo um aumento na relevancia
bioldgica, que é dificil de ser correspondida in vitro (LIN et al., 2013). A vantagem chave no
teste de bioatividade de pequenas moléculas, utilizando larvas e embrides de Zebrafish é que
0s compostos podem ser simplesmente diluidos em agua ndo esteéril, e as moléculas de baixo
peso molecular sdo rapidamente absorvidas pela pele e branquias, promovendo aumento da
capacidade de analise de centenas de moléculas por dia (ZON e PETERSON, 2005;
LANGHEINRICH, 2003).

Segundo Olivi et al. (2008), o efeito medido em estudos de toxicidade aguda com
organismos aquaticos € a letalidade ou alguma outra manifestacdo que a antecede, como por
exemplo a imobilidade. Os pardmetros mais utilizados sdo a DL50 (Dose Letal Média) ou CL50
(Concentracdo Letal Média) dose de amostra que causa mortalidade de 50% dos organismos no

tempo de exposicao (24 a 96 h).

3.8 Microscopia eletronica de varredura, transmisséo e Microscopia Confocal

A microscopia eletronica de varredura (MEV) destina-se basicamente ao exame de
superficie das amostras, coletando-se elétrons retro espalhados. E também possivel a
verificacdo de superficies internas, se fraturadas e expostas, utilizando-se principalmente de
elétrons secundarios (SEGALA et al., 2006).

A microscopia eletrbnica consiste numa ferramenta importante para avaliar a
morfologia das bactérias e podem ser usadas para elucidar alvos celulares envolvidos nas
interacdes bactéria e antibacterianos (SIQUEIRA et al., 2014). Quando se pretende examinar
espécimes bioldgicos que apresentem detalhes delicados (cilios e dobras) na superficie ou ainda
outras estruturas que se colapsam facilmente, ha necessidade de se proceder a sua fixacao para
preservar a sua forma tridimensional (SEGALA et al., 2006). De acordo com Pizzolitto (1997)
o MEV mostra uma imagem tridimensional, e a superficie topografica da amostra € revelada
com nitidez.

O microscopio eletronico de transmissdo (MET), fornece informacdes analiticas
juntamente com a observacao da ultraestrutura ou morfologia do objeto em estudo. De uma
maneira geral, 0 MET funciona como um microscopio foténico (de luz), com alto poder de
resolucdo (MANNHEIMER, 2002). O emprego do MET ¢ bastante difundido no estudo de
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materiais bioldgicos, pois ele permite definicdo de imagens intracelulares, estudos de
morfologia celular, organizacdo molecular de virus ou constituintes subcelulares, interacéo de
parasitas celulares, fornecendo informacdes sobre alteracdes celulares ocasionados por virus,
fitoplasmas, micoplasmas e bactérias (GALLETI, 2003). Os métodos de preparo visam
justamente contornar ou minimizar condi¢des adversas, tornando as amostras resistentes e
condutoras. Assim pode-se dizer que o sucesso de uma boa preparacdo é fundamental para se
garantir a melhor imagem do espécimen bioldgico por microscopia eletronica (MARCONDES
e GARCIA, 2009; BAGNIEWSKA-ZADWORNA et al., 2012).

Uma das principais vantagens da microscopia confocal é a sua capacidade de
produzir imagens tridimensionais de diferentes objetos, sejam finos ou espessos. A utilizacdo
de técnicas de fluorescéncia em microscopia tem grande vantagem de permitir a marcacgéo
especifica de moléculas e estruturas bioldgicas, fornecendo um método sensivel para a
observacdo de processos bioquimicos (GOMES e SOUZA JR, 2010).

A microscopia de fluorescéncia e fundamental na emissdo de luz por um fluoréforo
enddgeno ou exdgeno da amostra e tem se tornado bastante comum, em virtude também da
facilidade de manuseio do equipamento. Todavia, o preparo, marcacgdo, analise e processamento
das imagens devem ser feitos com o devido cuidado para ndo levar a interpretaces equivocadas
dos resultados (NORTH, 2006).

3.9 Aplicacédo de extratos vegetais em queijos

O interesse de cientistas por extratos de plantas esta relacionado ao efeito
antimicrobiano que estes apresentam, podendo ser usados como conservante natural em
alimentos (COSTA et al., 2015). Nos extratos sdo encontrados compostos fendlicos, tais como,
timol, eugenol, carvacrol, linalol dentre outros, o que explica as propriedades antimicrobianas
e antifungicas (MORO et al., 2013; ASENSIO et al., 2015).

O queijo é um alimento consumido em todo o mundo devido ao seu sabor agradavel
e alto valor de proteina biologica. Queijos sd0 muito suscetiveis a contaminagao por organismos
patogénicos e microrganismos de deterioracdo, que podem diminuir a vida Gtil, implicando em
recalls e levando risco para o satde do consumidor (GOUVEA et al., 2017). Entre os patdgenos,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. séo muitas vezes associados
a surtos alimentares pelo consumo de queijo (HASSANIEN et al., 2014).

Extratos de produtos aromaticos e plantas medicinais como erva-doce, orégano,

alecrim, endro, cominho, pimenta, salvia, tomilho e salsa demonstraram atividade
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antimicrobiana satisfatoria in vitro contra patégenos e microrganismos de deterioracdo
associados a contaminacdo em queijo indicando assim grande potencial para uso como
conservantes (MORO et al., 2015; CALEJA et al., 2015; HASSANIEN et al., 2014).

Um dos fatores intrinsecos que prejudica a eficacia destes agentes antimicrobianos
naturais € o contetdo lipidico e a proteina presente nos alimentos (GOUVEA et al., 2017). Estas
substancias podem envolver a superficie do microrganismo, formando uma barreira fisica que
impede o contato do composto bioativo com o microrganismo reduzindo assim a eficacia do
composto natural (GOUVEA et al., 2017).

Devido a composigdo do queijo ser rico em proteinas e lipidios, as concentraces
de compostos a serem adicionados para atingir uma determinada quantidade de inibicdo
microbioldgica deve ser superior aos testados in vitro (MORO et al., 2015). Gamariello et al.
(2008) relataram que a concentracdo de compostos ativos usados para inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos em queijo Fior di Latte foi efetivamente superior ao nivel testado
in vitro. Resultado semelhante foi relatado por Shan et al. (2011), onde a concentracdo inibitéria
minima do 6leo essencial de roma contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, ndo
foi superior a 2,5 mg/mL, enquanto que a concentracdo de 40 mg/mL no queijo Cheddar ndo
conseguiu inibir a mesma populagdo desses microrganismos.

Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008) avaliaram a interferéncia do lipidio na
eficacia da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano e tomilho em um modelo
simulando uma matriz alimentar, e relataram que a adi¢cdo de lipidios em altas concentracdes
reduziu a atividade inibit6ria contra Listeria monocytogenes. Este efeito também foi relatado
por Cava et al. (2007), onde a atividade antimicrobiana do dleo essencial de canela e cravo foi
reduzida em amostras de leite com maior teor de gordura, enfatizando a importancia da
avaliacdo da interacdo dos 6leos essenciais e extratos com a composi¢do do produto.

De maneira semelhante, Hassanien et al. (2014) relataram que a concentracdo de
0,1% do 6leo essencial de cominho resultou na reducédo do crescimento de L. mononocytogenes,
S. aureus, E. coli e Salmonella Enteritidis em meio de cultura, enquanto que no queijo as
concentragdes ndo foram eficazes contra S. aureus e L. monocytogenes. Estes resultados
mostraram que a concentragao de extratos vegetais e 0leos essenciais necessaria varia de acordo
com o0 microrganismo e sua sensibilidade aos compostos biativos, bem como a composi¢éo do

alimento.
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4. CAPITULO I

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO AQUOSO E FRAQOES DAS
FOLHAS DE AROEIRA-DO-SERTAO
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RESUMO

As plantas popularmente usadas no tratamento de diversas doencgas, como Myracrodruon
urundeuva Allemé&o, tem sido investigada quanto a agdo sobre microrganimos visando a
descoberta e utilizagdo de novos aditivos naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato aquoso e fragdes das folhas de aroeira-do-sertdo. O extrato
aquoso foi obtido por decoccdo das folhas frescas e fracionado por cromatografia em
contracorrente de alta velocidade. A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando
microdiluigdo em placa. O extrato aquoso das folhas de aroeira-do-sertéo foi eficaz contra todos
0S microrganismos testados. A atividade antimicrobiana foi verificada para Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes (0,2 e 0,8 mg/mL respectivamente) e para Salmonella
Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (6, 10 e 16 mg/mL respectivamente).
Foram isolados vinte e quatro compostos secundarios distribuidos em seis frages. As fracoes
apresentaram atividade antimicrobiana sobre as Gram-positivas em baixas concentragdes
(0,011 a 0,095 mg/mL) e em concentracdes mais elevadas (2,4 a 33 mg/mL) duas fracbes
apresentaram atividade sobre Gram-negativas. A unido dos compostos no extrato foi favoravel
para atividade antimicrobiana sobre todas as bactérias estudadas, demostrando que a
suscetibilidade dos microrganismos ao extrato variou em funcdo dos compostos quimicos

presentes.
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5. INTRODUCAO

As plantas séo utilizadas na medicina popular para o tratamento de infecgdes, e isto
tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa para o estudo dessa atividade,
visando o isolamento de compostos quimicos com atividade antimicrobiana, ou a otimizagéo
do uso dessas plantas (SILVA et al., 2012).

Vaérios estudos tem comprovado a eficacia dos extratos de plantas sobre patdgenos
bacterianos e fungicos. Pesquisas mostraram que a sensibilidade microbiana indica a
efetividade dos extratos utilizados para fins medicinais e como aditivos alimentares (FAWAD
etal., 2012).

Myracrodruon urundeuva Allemdo, conhecida popularmente como “aroeira-do-
sertdo”, “aroeira-preta”, “urundeuvina” e “aroeira-do-campo” é encontrada na caatinga e nas
matas secas do Ceara, sendo mais frequente na regido Nordeste (GALVAO et al., 2018).

Os compostos com atividade farmacologica de extratos do caule e folhas de M.
urundeuva sdo os taninos, chalconas dimericas e flavondides (GALVAO et al., 2018). As
pesquisas cientificas, na sua grande maioria trabalhos in vitro, apontam os polifen6is como
responsaveis pelos efeitos anti-inflamatérios, antiproliferativos, antioxidantes e
antitumorogénicos (ROMANO et al., 2013) e alguns sdo considerados antimicrobianos
(FIGUEREDO et al., 2014). Trentin et al. (2013), propuseram que 0s taninos obtidos a partir
de Myracrodruon urundeuva, foram capazes de inibir a formacdo de biofilme por danificar a
membrana bacteriana, tendo assim acao bacteriostatica em alguns microrganismos.

Visando o potencial presente nas plantas medicinais e a deficiéncia de dados na
literatura abordando a pesquisa destes como agentes de inibicdo de crescimento em
microrganismos relacionados a alimentos, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade

antimicrobiana do extrato aquoso e fracdes das folhas de M. urundeuva.

6. MATERIAL E METODOS

6.1 Material vegetal e extracao

As folhas da espécie Myracrodruon urundeuva foram coletadas em agosto de 2015
no Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana— NEPAU (3°44°16.0”’S; 38°34°22.6”W)
localizado na Universidade Federal do Ceara. O extrato aquoso foi produzido no Laboratério
de Analises Fitoquimicas de Plantas Medicinais - LAFIPLAN do Departamento de Quimica


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378874118346166?via%3Dihub#bib1
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Organica e Inorgénica da Universidade Federal do Ceara com numero de registro no SisGen
A9B8196.

O material vegetal foi pesado (600 g de folhas frescas de M. urundeuva) e
submetido a trituracdo manual, sendo posteriormente, submetido a hidrodeslilagdo com 2,5 L
de &gua destilada por 2 horas. Apds esse tempo foi obtido 0,8 mL de 6leo essencial e 2,3 L do
liquido de decoccdo. A solugdo aquosa foi desidratada utilizando um liofilizador (Christ
Modelo Alpha 1-2 LD plus), obtendo-se 83,1 g do extrato e o 6leo essencial foi armazenado
(AQUINO et al., 2019).

6.2 Fracionamento do extrato aquoso por HSCCC

O extrato aquoso é muito polar, dessa forma, o isolamento de compostos pode ser
dificultado se realizado sob condi¢cBes cromatograficas normais. Para evitar adsorcdo
irreversivel que pode ocorrer com adsorventes polares como gel de silica, o extrato foi
fracionado por cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC - High Speed
Counter-Current Chromatography, (Tauto/Shimadzu LC-10A/Knauer) utilizando como
sistema de solvente heptano/AcOEt/MeOH/H>0 (1:5:1:5). Para a purificacdo das misturas, foi
usado em HPLC (Shimadzu Modelo LC-8A), uma coluna semi-preparativa com fase
estaciondria fenila. A identificacdo desses compostos foi feita por meio das técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (MS), conforme descrito
no trabalho anterior (AQUINO et al., 2019). Peso das fracdes: 34-43 (33 mg); 45-52 (38 mg);
57 (68,3 mg); 71-109 (1,02 g); 122-177 (3,9 mg); 181 (244 mg).

6.3 Atividade antimicrobiana

As analises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos — LMA da Universidade Federal do Ceard. As cepas de Salmonella
Enteritidis 1AL-1132, Pseudomonas aeruginosa IAL-1026, Staphylococcus aureus ATCC-
27664 e Escherichia coli ATCC-25922 foram cultivadas no meio Agar Tripticase de Soja —
TSA (Difco, Sparks, USA), enquanto Listeria monocytogenes ATCC-19115 foi cultivada no
mesmo meio de cultura, porém enriquecido com 0,1% extrato de levedura — TSA+YE (Difco,
Detroit, EUA). As cepas foram incubadas a 35 °C/24 horas em BOD (Biochemical Oxygen
Demand, Quimis/Modelo Q316-M26) e apds esse periodo, coldnias isoladas de cada

microrganismo foram transferidas para 5 mL do caldo de enriquecimento tripticase de soja -
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TSB (Difco, Sparks, USA). Em seguida, foram incubadas a 35 °C/24 horas na BOD para a
obtencdo de uma concentragdo bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada
microrganismo. A partir dessa concentracéo foram realizadas dilui¢bes seriadas (10 a 107) a
fim de obter uma suspenséo bacteriana de 10° UFC/mL.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato aquoso foi determinada sobre
0 crescimento de bactérias patogénicas pelo método de microdiluigdo em placas (96 pogos, 300
uL de capacidade/poco; MicrotestTM, Becton Dickinson and Co. (BRANEN e DAVIDSON
2004).

Todas as analises foram realizadas em capela de fluxo laminar (Pachane/modelo
410) com trés repeticdes. O volume total de 200 pL foi distribuido em partes iguais da
suspensdo bacteriana (10° UFC/mL) e solugdo antimicrobiana. Foram utilizadas as
concentracdes 0,03 a 16 mg/mL para o extrato e 0,004 a 50 mg/mL para as fracdes, preparadas
com &gua destilada estéril. Foram utilizados os seguintes pocos controles: indculo, meio de
cultura e agua destilada estéril (controle positivo) para avaliar a viabilidade do microrganismo
testado, assim como pogos contendo meio de cultura e solugdes antimicrobianas nas
concentracdes testadas (controle das solucGes) para verificar a inocuidade. Ao término das
distribuicdes, foi realizada a leitura de densidade dptica inicial D.Os3onm (T=0) utilizando um
leitor de absorbancia em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA).
Em seguida, as placas foram incubadas a 35 £+ 1 °C durante 24 horas. Apés esse periodo, uma
nova leitura de D.Oszonm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitdrias as
concentragdes que apresentaram resultados cuja variagdo (A) das leituras de DOg3onm foram <
0,05 (BRANDT et al., 2010).

Uma aliquota de 100 pL de cada concentragdo das solugdes antimicrobianas
testadas que se mostraram inibitdrias, foi espalhada nas superficies das placas (Spread plate)
contendo 0 meio TSA/TSA+YE. Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C durante 24
horas na BOD. A concentracdo da solugdo antimicrobiana testada que proporcionou reducao de
trés ciclos logaritmicos (3,0 logio UFC/mL) de células viaveis a partir da concentracdo do
indculo inicial (10° UFC/mL) foi classificada como concentragdo bactericida minima
(BRANEN e DAVIDSON 2004; BRANDT et al., 2010).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Atividade antimicrobiana de fra¢des de M. urundeuva
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Estudos preliminares do extrato indicam compostos caracteristicos de galotaninos
e outros derivados fendlicos, o que estd de acordo com estudos realizados com o extrato
etanolico das folhas de aroeira por Silva et al. (2011). A coluna de fase estacionéria fenila
mostrou-se eficiente na purificacdo das misturas contendo os compostos de alta polaridade.

Aquino et al. (2019) relacionaram a composicdo quimica de seis fracbes e a
identificacdo de vinte e quatro compostos no extrato aquoso (Tabela 1). A composicdo das
fragbes: Fracdo 34-43 (quinic acid; gentisic acid; quercetin 3-O-(2’’-galloyl)-p-D-
arabinofuranoside; quercetin 3-O-(2’’-galloyl)- a-L-rhamnopyranoside e quercetin 3-O-(3"’-
galloyl)-a- L-rhamnopyranoside), Fracdo 45-52 (m-digallic acid e p-digallic acid), Fracdo 57
(gallic acid), Fracdo 71-109 (methyl gallate; 2,3,4,6-tetra-O-galloyl-3-D-glucopyranose;
1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-f-D-glucopyranose; methyl m-digallate; methyl p-digallate e 3-O-
(m-digalloyl)-1,2,4,6-tetra-O-galloyl-5-D-glucopyranose), Fragdo 122-177 (1-O-galloyl-6-O-
luteoyl-a-glucose; corchoionoside C; kaempferol 3-O-rutinoside; homovitexin; quercetin 3-O-
S-D-glucoside; 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-f-D-glucopyranose; rhoifolin e 3-O-(m-digalloyl)-
1,2,4,6-tetra-O-galloyl-#-D-glucopyranose) e Fracdo 181 (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-
proline e quinic acid).

Os compostos quimicos encontrados por Pinho et al. (2012) estdo de acordo com
os encontrados no presente trabalho. Os metabolitos isolados e identificados no extrato das
folhas de M. urundeuva (Tabela 1).

Tabela 1. Classe de metabolitos do extrato das folhas de M. urundeuva.

Classe de Compostos Referéncias
Metabdlitos
Aminoacido nédo- N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-  (WINKLER, 2006)
proteico proline
Acido carboxilico Quinic acid (KELLEY et al., 1976)
Derivados &cido Gallic acid/ Pyrogallol/ (MOURA et al., 2011)/

polifenol carboxilico  Gentisic acid/ m-Digallic acid/ (KULKARNI et al., 2008)
p-Digallic acid/ Methyl gallate/
Methyl m-digallate/ Methyl p-

digallate
Flavondide Quercetin -
Flavondides Kaempferol 3-O-Rutinoside/ (MOON et al., 2001)/
glicosilados Homovitexin/ Quercetin 3-O-  (SOUSA et al., 2014)

S-D-glucoside/ Rhoifolin/
Quercetin 3-O-(2°’-galloyl)--
D-arabinofuranoside/
Quercetin 3-O-(2°’-galloyl)-a-
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L-rhamnopyranoside/
Quercetin 3-O-(3"’-galloyl)-a-

L-rhamnopyranoside

Galotaninos 1-O-Galloyl-6-O-luteoyl-a-
glucose/ 2,3,4,6-Tetra-O-
galloyl--D-glucopyranose/
1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-$-D-
glucopyranose/ 3-O-(m-
digalloyl)-1,2,4,6-Tetra-O-
galloyl--D-glucopyranose

(WANG et al., 2013)/
(SANTOS et al., 2012)

Megastigmane Corchoionoside C/9-epi-
Blumenol

(YOSHIKAWA et al.,
1997)/(MATSUNAMI et
al., 2010)

Fonte: AQUINO et al., 2019.

Outros estudos descrevem que flavonoides (flavonas, flavonois e flavanonais)
(CUSHNIE e LAMB 2005) e saponinas (VERDI et al., 2005) tém atividade antimicrobiana

importante. Os compostos fenolicos estdo presentes nas fracdes (Tabela 2) obtidas, estando

relacionados com as condigdes de cultivo da planta, sendo sintetizados como resposta ao

estresse, ataque de microrganismos ou radiacdo UV forte (OLIVEIRA et al., 2016a). O efeito

inibitdrio destes pode ser explicado pela sua interacdo com as proteinas da membrana bacteriana

por meio da ligacdo de hidrogénio, o que pode resultar em alteracfes na sua permeabilidade,

causando destruicdo celular ou coagulacéo do seu contetido (OLIVEIRA et al., 2016a).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana das fracdes das folhas de M. urundeuva.

Microrganismos

Fragbes | L.monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa
CIM CBM CIM | CBM | CIM CBM | CIM | CBM | CIM | CBM

34-43 - 0,090 0,095

45-52 - -

57 0,040 0,070 0,008 0,011

71-109 0,070 0,070 0,085 2,4 2,4 330 330 33,0 33,0

122-177 -

181 35,0 30,0 - 45,0

Fonte: Proprio autor. CIM= Concentragdo Inibitéria Minima (mg/mL). CBM= Concentrac¢do Bactericida Minima

(mg/mL).
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O é&cido galico pode ser considerado um potencial agente antibacteriano e foi
encontrado em duas fragbes em associacdo com taninos, inclusive na fracdo 71-109 os
resultados mostraram atividade sobre todas as bactérias estudadas e em pequenas concentracoes
para Gram-positivas. Segundo Borges et al. (2013), o acido galico produz alteracfes
irreversiveis nas propriedades da membrana celular bacteriana como mudanca de
hidrofobicidade, diminuicdo da carga negativa superficial e ocorréncia de ruptura ou formacéo
de poros nas membranas celulares com consequente vazamento de constituintes intracelulares
essenciais, como o potassio. Nessa pesquisa 0s autores evidenciaram atividade antimicrobiana
sobre E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes utilizando o &acido gélico
corroborando com os resultados desta pesquisa.

O mecanismo de acdo dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de
precipitar as proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma
camada protetora, inibindo enzimas, causando uma ruptura da membrana plasmatica e privacao
do substrato microbiano por formar um complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo,
impedindo assim, o desenvolvimento de microrganismos (RODRIGUES et al., 2014).

Panizzi et al. (2002) observaram que fracGes de taninos e outros fendis extraidos de
Rubus ulmifolius mostrou alta atividade antimicrobiana. Os taninos apresentaram atividade
sobre P. aeruginosa e S. aureus, variando as concentracfes devido ao material vegetal se
apresentar seco ou fresco e método de difusdo em agar e disco (RODRIGUES et al., 2014).

Por se tratar de fracOes, estas foram obtidas em pequenas quantidades
principalmente a fracdo 122-177 e 45-52, fato que dificultou os ensaios ndo sendo possivel
encontrar atividade antibacteriana.

Nas fracOes 34-43 e 57 foi encontrado uma classe de metab6litos em comum, os
derivados do acido polifenol carboxilico e ambas as fragdes apresentaram apenas atividade para
bactérias Gram-positivas em concentracoes baixas. De modo geral, as bactérias Gram-negativas
sdo mais resistentes aos antimicrobianos de origem vegetal devido a sua membrana externa de
lipopolissacarideo, que restringe a difusdo de compostos hidrofébicos, enquanto é permeéavel
aos nutrientes (OH et al., 2013).

Segundo Rodrigues et al. (2014), em suas pesquisas demonstrou que isolamento
dos taninos melhorou atividade antimicrobiana em relagdo ao extrato bruto de Psidium
guineense. Esses dados corroboraram com as fragdes isoladas no presente trabalho. De acordo
com a classificacdo proposta por Aligianis et al. (2001), CIM valores < 0,5 mg/ml s&o

considerados fortemente inibitérios no caso de material vegetal.
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A presenca do derivado da prolina provavelmente esta ligada ao estresse hidrico
sofrido pela planta, corroborando com estudos de Gimenez et al. (2013), que mostraram
acumulo de prolina como resposta ao déficit hidrico em cana-de-acucar. Na fracdo 181 que
continha o derivado da prolina (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-proline), foi evidenciado
atividade inibitdria sobre L. monocytogenes, S. aureus e P. aeruginosa. O derivado da prolina
também foi encontrado em Syderoxylon obtusifolium outra planta da Caatinga conforme

relatado por Aquino et al. (2017).

7.2 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de M. urundeuva

O extrato aquoso das folhas de aroeira-do-sertdo apresentou-se efetivo contra todos

0s microrganismos testados, variando nas concentracdes de 0,2 a 16 mg/mL (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folha de M. urundeuva.

Microrganismos Extrato aquoso M. urundeuva
CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL)
L. monocytogenes 0,04 0,8
S. aureus 0,1 0,2
S. Enteritidis 5,0 6,0
E. coli 6,0 16,0
P. aeruginosa 3,0 10,0

Fonte: Préprio autor. CIM= Concentracdo Inibitéria Minima. CBM= Concentracéo Bactericida Minima.

Para as bactérias Gram-negativas (S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa) foi
necessaria uma maior concentracao do extrato para obtencdo de efeito bactericida (Tabela 3).
Oliveira et al. (2016a), atribuiram a maior resisténcia das bactérias Gram-negativas a estrutura
e composicdo celular desses microrganismos, uma vez que a dupla membrana forma um
envelope complexo que restringe a penetracdo da maioria das moléculas, sendo responsavel
pela resisténcia destes microrganismos frente aos extratos vegetais.

Pinho et al. (2012), em seu estudo com extrato hidroalcéolico de folhas de aroeira,
mostraram através do rastreamento fitoquimico, que as folhas contém metabdlitos secundarios
com atividade antimicrobiana, tais como, flavondides (flavanonas e flavanondis), saponinas,
taninos e taninos caqueéticos, em concordancia com os encontrados no presente estudo. Esses
metabolitos foram responsaveis pela atividade antimicrobiana do vegetal, constatando a
inibicdo do crescimento de S. aureus em concentragbes que variaram de 200 mg/mL a 500

mg/mL, com atividade bacteriostatica de 200 mg/mL, mas ndo houve inibicdo da E. coli.
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As concentragdes encontradas na presente pesquisa foram bem inferiores,
mostrando a importancia do solvente na elaboracao dos extrato. J& que o extrato aquoso mostrou
melhor atividade antibacteriana para Gram-positivas e Gram-negativas quando comparadas
com os dados de Pinho et al. (2012) que utilizaram extrato hidroalcoolico.

Monteiro et al. (2006a) encontraram maiores quantidades de taninos nas folhas do
que na casca de M. urundeuva. A acdo antimicrobiana dos taninos é conhecida (AKIYAMA et
al., 2001), e ja foi inclusive constatado que extratos aquosos e acetdnicos perdem a atividade
frente a bactérias Gram-positivas quando eliminado seu conteddo de tanino (DJIPA et al.,
2000). Trentin et al. (2013) propuseram que 0s taninos obtidos de plantas da Caatinga, entre
elas a Myracrodruon urundeuva, foram capazes de inibir a formagao de biofilme por danificar
a membrana bacteriana, exibindo assim propriedades bacteriostaticas.

As fragOes isoladas apresentaram importante atividade antimicrobiana sobre Gram-
positivas, embora altas concentracfes foram necessérias para mostrar atividade antimicrobiana
sobre Gram-negativas. A combinacdo dessas fracdes teve efeito sinérgico potencializando o
extrato analisado, mostrando que com concentracfes menores foi possivel obter atividade

bactericida sobre L. monocytogenes, S. aureus, S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa.

8. CONCLUSAO

Em conclusdo, o extrato aquoso de folhas da aroeira-do-sertdo mostrou-se um
agente antimicrobiano promissor, pois teve a¢do sobre L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S.
Enteritidis e P. aeruginosa. Em virtude da composicdo das fragcdes otidas do extrato, uma

importante atividade antimicrobiana foi observada em Gram-positivas.
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RESUMO

O uso de plantas para fins terapéuticos é uma tradi¢do preservada por pessoas de diferentes
partes do Brasil. O conhecimento popular pode ser usado como base para estudos que visam a
aplicacdo de extratos. Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar os extratos
aquosos das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemao e avaliar a atividade antimicrobiana
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como investigar sua acdo na integridade
das paredes microbianas através do uso de microscopias eletrdnicas de varredura e transmissao.
Os extratos foram obtidos das folhas secas cultivadas de Myracrodruon urundeuva e quatro
diferentes métodos de extracdo (decoccao, infusdo, maceracao e turbolizacdo). A andlise de
ressonancia magnética nuclear identificou a presenca de galotaninos, acido galico, flavondides,
derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e acido quinico, compostos que ja
foram relatados na literatura por serem responsaveis pela atividade antimicrobiana. O potencial
antimicrobiano dos extratos foram observados sobre Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os
extratos obtidos por decoccdo e maceragdo apresentaram os melhores resultados e as
micrografias mostraram os danos estruturais causados pelos extratos, como rugosidade, perda

de parede celular, extravasamento celular e mudanca para L- forma.
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Micrografia; Extravasamento celular.
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10. INTRODUCAO

Entre as plantas de uso popular, Myracrodruon urundeuva Allemao, conhecida
como “aroeira-do-sertdo”, pertencente a familia Anacardiaceae, destaca-se por seu amplo uso
como anti-inflamatorio, cicatrizante, antialérgico e para o tratamento de infec¢bes da pele e
mucosas (NAPOLEAO et al., 2012; SA, 2008).

Muitas pesquisas tentam resolver o problema da resisténcia aos antibidticos em todo
0 mundo, e os produtos de origem natural, tais como, extratos vegetais, compostos naturais
isolados e 6leos essenciais tém apresentado bons resultados, sendo uma alternativa para resolver
esse impasse (SIMOES et al., 2003; SILVA e ALBUQUERQUE 2005).

Estudos demonstraram o potencial antibacteriano dos extratos, 6leos essenciais e
decoctos de aroeira-do-sertdo contra varios patdgenos, bem como interacbes farmacoldgicas
sinérgicas (WINK, 2003). Devido a atividade metabdlica secundaria, 0s vegetais superiores sdo
capazes de produzir terpendides, alcaldides, compostos fendlicos (quinonas, taninos e
flavonoides), carotendides e saponinas, sendo utilizados como mecanismo de defesa contra
microrganismos, ativando ou bloqueando reacGes enzimaticas e alterando estruturas de
membranas (MIRANDA et al., 2016; SILVA; FERNANDES JUNIOR, 2010).

O conhecimento das classes de compostos presentes em uma dada planta de
interesse € necessario para se determinar os niveis de atividade desses metabdlitos
(FIGUEREDO et al., 2013). O estudo da atividade antimicrobiana, geralmente é baseado em
microrganismos de importancia epidemioldgica, tais como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis
por doencas transmitidas por alimentos (ANTUNES et al., 2006; CATAO et al., 2010).

A microscopia eletrbnica € uma técnica avangada que tem contribuido com a ciéncia
na medida em que possibilita alcancar detalhes que antes eram imperceptiveis. Ao longo do
tempo, o desenvolvimento dos microscopios eletrénicos de varredura (MEV) e transmissédo
(MET), ambos utilizando feixes de elétrons, possibilitou maior resolucdo das amostras. O MET
oferece a possibilidade de observar o interior de amostras bioldgicas e detalhes em
microestruturas (KESTENBACH e BOTTA FILHO 1989). O MEV permite observar a
morfologia celular e alteragOes celulares ocasionadas por agentes antimicrobianos (GALLETI,
2003).

Neste contexto, este trabalho objetivou caracterizar os extratos aquosos das folhas

de Myracrodruon urundeuva Allemao, e avaliar a atividade antimicrobiana sobre bactérias
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Gram-positivas e Gram-negativas, assim como investigar sua acdo sobre as integridades das

paredes microbianas através do uso das microscopias eletronicas de varredura e transmissao.

11. MATERIAL E METODOS

11.1 Material vegetal

O material vegetal foi identificado por comparacao com exsicata do Herbario Prisco
Bezerra da Universidade Federal do Ceara depositada com a identificacdo EAC-46088 e
consulta a material especializado (LORENZI, 1998; ALMEIDA et al., 1998). As folhas de
aroeira foram obtidas no Ndcleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana — NEPAU
(3°44°16.0’S; 38°34°22.6”W), localizado na Universidade Federal do Ceard nos meses de
dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Logo apoés a coleta, as folhas foram lavadas em agua
corrente e secas em estufa a 40 °C/ 48 hs, apresentando umidade inicial de 64 % e umidade final
de 12% (AZEVEDO e MOURA 2010).

O material vegetal e as bactérias estdo cadastrados no Sistema Nacional de Gestao
do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de

acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceara.

11.2 Obtencé&o dos extratos

Para a elaboracdo dos extratos foram utilizadas folhas secas, seguindo a proporcao
de 100 g de folha seca para 1000 mL do solvente (dgua). Foram preparados extratos pelas
técnicas de turbolizacdo, maceracdo, decoccdo e infusdo.

No método da turbolizacdo (FSTURB), as folhas foram trituradas com agua
destilada a temperatura ambiente (25 °C) em liquidificador industrial por 1 min (ZORTEA et
al., 2015). Na maceragdo (FSMAC), o material vegetal foi colocado em contato com a agua
destilada por 18 hs a 25 °C. Na decoccdo (FSDEC), as folhas trituradas em liquidificador
industrial permaneceram em aquecimento na agua destilada em uma chapa aquecedora
(Fisatom Modelo 752A) por cerca de 5 min a temperatura de 100 °C. Na infusdo (FSINF)
adicionou-se agua destilada aquecida a 80 °C sobre as folhas, permanecendo em repouso por
20 min (BEVILAQUA et al., 2007).
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Apos elaboracdo, procedeu-se a filtracdo dos extratos em papel de filtro e secagem
em um liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (RODRIGUES
etal., 2011).

11.3 Identificacdo dos compostos quimicos por Ressonancia Magnética Nuclear

Visando identificar os compostos presentes, 0s extratos aquosos de aroeira-do-
sertdo foram submetidos a analise de Ressonancia Magnética Nuclear. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN tH) uni e bidimensionais, foram obtidos
em espectrometro Bruker, modelo Avance DPX-300 e frequéncia de 300,13 MHz (H),
pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear, da
Universidade Federal do Cearda (CENAUREMN — UFC).

11.4 Potencial antimicrobiano

11.4.1 Preparo do in6culo

As cepas de S. Enteritidis IAL-1132, P. aeruginosa IAL-1026, E. coli ATCC-25922
e S. aureus ATCC-27664 foram cultivadas no meio Agar Tripticase de Soja — TSA (Difco,
Sparks, USA), enquanto L. monocytogenes ATCC-19115 foi cultivada no mesmo meio de
cultura enriguecido com 0,1 % extrato de levedura — TSA+YE (Difco, Detroit, EUA), ambas
incubadas a 35 °C/24 h em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26).
Ap0s esse periodo, coldnias isoladas de cada microrganismo foram transferidas para 5 mL do
caldo Tripticase de Soja - TSB (Difco, Sparks, USA). Em seguida, foram incubadas a 35 °C/24
h em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26) para a obtencdo de
uma concentragio bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada microrganismo.
A partir dessa concentracio foram realizadas diluicdes seriadas (10 a 107) a fim de obter uma
suspensdo bacteriana de 10° UFC/mL, utilizada para os ensaios de determinacio da

concentragdo inibitéria minima (CIM).

11.4.2 Determinagédo da concentracéo inibitoria minima (CIM)

As concentragdes inibitérias minimas dos extratos foram determinadas sobre o

crescimento de E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis, P. aeruginosa e S. aureus pelo método
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de microdilui¢do em placa (96 pogos, 300 pl de capacidade/poco; MicrotestTM, Becton
Dickinson and Co.) (BRANEN e DAVIDSON 2004). A partir das dilui¢des seriadas do in6culo
em Caldo TSB (Difco, Sparks, USA), foram distribuidas aliquotas de 100 puL da suspensio
bacteriana de 10° UFC/mL em cada poco em que se desejava testar a atividade antimicrobiana.
Em seguida, aos mesmos pogos foram adicionadas aliquotas de 100 pL da solugdo
antimicrobiana ja diluida em &gua destilada estéril, de acordo com as concentraces
previamente estabelecidas. Ao término das distribuicBes dos tratamentos nas placas, foram
realizadas as leituras de densidade Optica inicial D.O s30nm (T=0) utilizando um leitor de
absorbancia em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA). Em
seguida, as placas foram incubadas a 35 + 1 °C/24 h. Apds esse periodo, uma nova leitura de
D.O e30nm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitdrias as concentragcdes que
apresentaram resultados cuja variacdo (A) das leituras de DOg3onm foram < 0,05 (BRANDT et
al., 2010).

11.4.3 Determinacdo da concentracéo bactericida minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir da suspenséo bacteriana dos pocos testes de cada
microrganismo. Uma aliquota de 100 pL de cada concentragdo das solugdes antimicrobianas
testadas que apresentaram atividade inibitoria, foram espalhadas nas superficies das placas
(Spread plate) contendo o meio TSA ou TSA+YE. Em seguida, as placas foram incubadas a 35
°C/24 h na BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). As
concentracgdes das solucdes antimicrobianas testadas que proporcionaram reducdo de trés ciclos
logaritmicos (3,0 logio UFC/mL) de células viaveis a partir da concentracdo do in6culo inicial
(10° UFC/mL) foram classificadas como bactericidas (BRANEN e DAVIDSON 2004;
BRANDT et al., 2010).

11.5 Microscopia eletronica de varredura e transmissao

O preparo do indculo foi realizado conforme o item 2.4.1 para os dois tipos de
microscopia. A microplaca foi preenchida fazendo o controle positivo dos microrganismos e as
concentragOes bactericidas minimas encontradas a partir dos extratos das folhas secas obtidas
por maceragdo e decocgdo. O ensaio foi realizado no leitor de absorbancia em microplacas Elx
808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA), onde foram feitas leituras seguidas e

armazenamento da microplaca a 35 °C/24 h sob agitacdo. Em eppendorfs foram colocados
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volumes iguais do fixador Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampé&o
fosfato de sodio 0,1M pH 7.4) e contetudo de cada pogo da microplaca, mantendo a 4 °C
overnight (KARNOVSKY, 1965).

As amostras foram submetidas a trés lavagens, onde a primeira lavagem foi feita no
fixador Karnovsky e as outras trés lavagens no tampéo fosfato (pH 7,4). Entre cada lavagem
foi realizada uma centrifugacdo a 5000 rpm/10 min/10 °C. Para a microscopia eletronica de
varredura as amostras foram submetidas a desidratacdo utilizando concentragdes crescentes de
alcool etilico (10, 30, 50, 70, 90 e 100%), entre cada etapa foi feita centrifugacdo a 7000 rpm/10
min/10 °C. O pellet foi ressuspendido em 25 pL de hexametildisilazano (HMDS) e uma gota
foi colocada em uma laminula para secar. Posteriormente as laminulas foram coladas em stubs
para serem metalizadas com ouro e analisadas no Microscopio Eletrénico de Varredura FEG
Quanta 450. Na microscopia eletrdnica de transmisséo, foi colocado uma gota do pellet no grid
retirando o excesso apds 3 min. Em seguida foi adicionado uma gota do contrastante &cido
fosfotlngstico e o0 excesso foi retirado apds 3 min, sendo as amostras analisadas no Microscopio

Eletrdnico de Varredura acoplado a um detector STEM Vega 3 Tescan.

12. RESULTADOS E DISCUSSAO

12.1 Ressonancia magnética nuclear

Nos extratos aquosos da folha de aroeira-do-sertdo foram identificados no
espectrograma sinais referentes a galotaninos, acido galico, flavonoides, derivado da prolina
(N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e &cido quinico, sendo que, alguns desses compostos ja
foram relatados na literatura como responsaveis pela atividade antimicrobiana (Figura 1).

O derivado da prolina e o acido quinico foram os compostos identificados em todos
os extratos. Das metodologias testadas a frio, ficou evidente que a turbolizacdo nao foi capaz
de arrastar uma quantidade expressiva de compostos bioativos, talvez isso seja explicado pelo
tempo de contato do solvente com o material vegetal, ja que por maceracdo obtivemos um
extrato com melhor composic¢do. Foi possivel revelar que a influéncia da temperatura na
elaboracdo dos extratos foi positiva, pois, 0s espectros dos extratos obtidos por decocgdo e
infusdo destacaram a presenca de mais dois compostos, os galotaninos e os flavonoides.

Galvdo et al. (2018) em seus resultados de caracterizacdo quimica por
cromatografia acoplada a espectrometria de massa, demonstraram que a espécie € rica em

polifendis com cerca de 15 compostos identificados, dentre eles, o acido galico e flavondides,
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e evidenciaram o complexo fitoterapico presente na aroeira-do-sertdo, corroborando com 0s
estudos dessa pesquisa. Outros autores tambeém encontraram diversos metabdlitos secundarios
como taninos hidroliséveis, flavondides, saponinas (especialmente na folha), terpenos e
esteroides (SILVA et al., 2013).

A espécie M. urundeura Allemdo possui altas concentracbes de compostos
fendlicos, especialmente taninos, e alguns estudos demonstraram os efeitos terapéuticos destes
compostos (CHAVES et al., 1998; MORAIS et al., 1999; QUEIROZ et al., 2002; VIANA et
al., 1997; MONTEIRO et al., 2006a).

Pesquisas demonstram que folhas de aroeira-do-sertdo tém composi¢do quimica
semelhante a casca, tecido vegetal que é mais frequentemente usado na medicina popular.
Deve-se destacar que 0 uso continuo da casca pode provocar a extingdo da planta, ressaltando
a importancia da pesquisa e utilizacdo de outras partes da planta, como as folhas. Analise da
composic¢do fitoquimica de extrato metandlico das folhas de aroeira-do-sertdo apresentaram
fendis, flavondides e taninos condensados (JUNIOR et al., 2017). A presenca de alcalbides nas
folhas de aroeira-do-sertdo também foi relatada (SILVA et al., 2010a). Silva et al. (2011)
mostraram que o extrato etandlico de folhas de aroeira-do-sertdo consistiram em acido, galato
de metila, flavondides glicosideos e taninos hidrolisaveis. Esses resultados corroboram com 0s
encontrados, apontando a presenca de flavonoides, &cido galico, galotaninos, derivado da
prolina e &cido quinico nos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertéo.

Figura 1 — Ressonancia Magnética Nuclear — Folhas secas por infusdo - FSINF (a), Folhas secas por turbolizacdo
- FSTURB (b), Folhas secas por maceracdo - FSMAC (c) e Folhas secas por decoc¢do - FSDEC (d)
[tH/D20/303K].
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Fonte: Proprio autor. 1- Galotaninos; 2 — Acido Gélico; 3 — Flavonoides; 4 — Derivado da Prolina (N-Metil-
trans-4-hidroxi-L-prolina); 5 — Acido Quinico.

12.2 Potencial antimicrobiano
12.2.1 Concentracdo inibitéria minima e Concentragdo bactericida minima

As concentragbes que mostraram atividade antibacteriana dos extratos frente as

bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus) foram menores do que para as Gram-
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negativas (S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa) (Tabela 1), estando de acordo com
informacdes contidas na literatura, que relatam maior sensibilidade do primeiro grupo frente
aos metabdlitos secundarios (FERREIRA et al., 2010). A dupla membrana apresentada pelas
bactérias Gram-negativas forma um envelope complexo, sendo responsavel pela menor
sensibilidade destes microrganismos aos extratos vegetais (FRANCESCATO, 2007).

Os resultados de Ferreira (2017) obtidos com extrato das folhas secas de aroeira-
do-sertdo por decoc¢cdo mostrou atividade bactericida sobre Gram-positivas em concentracées
que variaram de 0,2 a 0,8 mg/mL e para Gram-negativas de 6 a 16 mg/mL. A concentracdo de
0,24 mg/mL utilizada na elaboracéo do extrato em comparacao a concentragdo utilizada nesta
pesquisa (0,1 mg/mL) mostrou maior contelldo em compostos bioativos resultando no uso de
concentracdes inibitorias e bactericidas menores. Essas informacgdes corroboram com a
pesquisa de Pinho et al. (2012), na qual foi possivel constatar que o uso de concentragdes
crescentes do extrato hidroalcéolicos de aroeira-do sertdo, provocou um aumento do halo de

inibicdo de S. aureus.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertdo expressos em mg/mL.

L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa

Extratos CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM | CIM | CBM
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
IFSTURB 0,4 14,0 0,2 0,5 18,0 20,0 20,0 420 180 30,0
2FSMAC 0,7 12,0 0,7 0,7 8,5 9,5 10,5 30,0 8,5 28,0
SFSDEC 0,2 12,0 0,2 0,5 11,0 12,0 11,0 26,0 8,0 28,0
‘FSINF 0,9 8,0 0,2 2,2 10,0 22,0 15,0 42,0 11,0 22,0

CIM (Concentragdo inibitéria minima) e CBM (Concentragdo bactericida minima). *FSTURB (Folhas secas por
turbolizacéo); 2FSMAC (Folhas secas por maceracéo); *FSDEC (Folhas secas por decoccdo); “FSINF (Folhas
secas por infusdo).

A presenca dos compostos do metabolismo secundario nos extratos aquosos de
aroeira-do-sertdo favorece a atividade antimicrobiana encontrada para cada extrato, tendo como
melhores resultados os extratos obtidos por maceracdo e decocgdo. Corroborando com a
pesquisa de outros autores que revelaram a presenca de varias classes de metabdlitos
secundarios que exibem uma ampla variedade de atividades, como antimicrobiana (MATIAS
etal., 2010; FIGUEREDO et al., 2013).
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Outros estudos descrevem que flavonoides (flavonas, flavonois e flavanonais)
(CUSHNIE e LAMB 2005) e saponinas (VERDI et al., 2005) tém atividade antimicrobiana
importante. A acdo antimicrobiana dos taninos é também conhecida (AKIYAMA et al., 2001),
e ja foi inclusive mostrado que extratos aquosos e acetbnicos perdem a atividade frente a
bactérias Gram-positivas quando eliminado seu contetdo de tanino (DJIPA et al., 2000). De
acordo com essa informacdo é possivel afirmar que devido ao elevado contelido de taninos
encontrados nos extratos obtidos por maceracdo e decoc¢do, comprovado pela presenca de
picos maiores de &cido galico através da ressonancia magnética nuclear, os mesmos
demostraram melhor atividade antibacteriana para as bactérias Gram-positivas (Figura 1c e 1d).

Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e
antifangico. Uma série de bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae (CASTRO et al.,
1999). Em outra pesquisa, os extratos obtidos a partir da folha e casca, tiveram agdo sobre
Gram-positivas, em especial os extratos da folha, possivelmente pela presenca de compostos
bioativos que afetam a sintese de peptideoglicanas (SILVA et al., 2013).

A alta concentracdo de compostos fenolicos aumentou as atividades
antibacterianas. Esses resultados estdo de acordo com investigagcdes anteriores que mostraram
que agentes antimicrobianos com alta atividade contra um organismo tém uma baixa
concentracdo inibitéria minima enquanto um agente antimicrobiano com baixa atividade
fornece uma concentracdo inibitoria minima alta (BANSO e ADEYEMO 2007; NITIEMA et
al., 2012).

Estudos de atividades antimicrobianas dos extratos de aroeira-do-sertdo, bem como
sua composicdo quimica, foram relatados por Janior et al. (2009), que demonstraram
propriedades antibacterianas desta planta contra cepas bacterianas patogénicas usando o
método de difusdo em disco. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico das
folhas de aroeira-do-sertéo foi 1,02 mg/mL para E. coli ATCC 10536 e cepa resistente EC 27,
assim como, para a cepa resistente SA 358 de S. aureus, obtendo uma CIM ainda menor para
cepa S. aureus ATCC 25923 (FIGUEREDO et al., 2014). Esses resultados sobre a atividade
inibitéria de Gram-positivas e negativas concordam com o0s resultados encontrados para 0s
extratos aquosos de aroeira-do-sertdo, porem foi observado que a concentracdo encontrada foi
maior, provavelmente devido ao solvente utilizado no preparo dos extratos.

Pinho et al. (2012) comprovaram que os extratos alcodlicos obtidos das folhas de
aroeira-do-sertdo continham metabdlitos secundarios (flavondides, saponinas e taninos) com

potencial antimicrobiano e que o0s extratos de aroeira-do-sertdo, barbatimao e erva-baleeira em
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especial conseguiram inibir o crescimento de S. aureus em concentragdes que variaram de 200
a 500 mg/mL. Apesar disso, ndo foi detectada atividade dos extratos frente a E. coli, 0 que pode
estar relacionado a menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a extratos vegetais.
Provavelmente a utilizacdo do alcool na elaboracdo desses extratos, ndo favoreceu a atividade
sobre Gram-negativas, além de necessitar de uma concentragdo muito elevada para mostrar
acdo sobre S. aureus, diferentemente das concentragdes obtidas nessa pesquisa com extrato
aquoso.

Eller et al. (2015) estudaram a atividade dos extratos brutos de cajueiro, barbatiméo,
aroeira-do-sertdo, favela, fedegoso e quixaba, frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Observou-se
gue nenhum dos extratos hidroalcoolicos apresentou atividade frente as cepas E. coli ATCC
25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, enquanto os extratos brutos de cajueiro, barbatiméo e
aroeira mostraram-se ativos frente a cepa de S. aureus ATCC 25923, apresentando halos de
inibicdo de crescimento respectivamente de 11, 17 e 13 mm de diametro.

Diante do exposto é possivel usar plantas como fonte de novos compostos bioativos

eficaz contra bactérias resistentes aos antibidticos convencionais (BUTTLER e BUSS 2006).

12.3 Microscopia Eletronica de Varredura e Transmisséao

As analises de microscopia foram realizadas ap0Os triagem das analises de
ressonancia magnética nuclear e atividade antimicrobiana. De acordo com os resultados das
analises foi possivel definir como melhores extratos os obtidos por maceragéo e decocgao.

A forma de atuacéo das substéncias antimicrobianas geralmente estd associada a
lesbes na parede celular ou degradacdo da membrana externa. As bactérias Gram-negativas sao
mais resistentes a acdo dessas substancias por possuirem a membrana interna, que impede o
rompimento celular (TORTORA, FUNKE e CASE 2005). Outro ponto a ser observado é a
membrana plasmatica, que quando rompida por algum agente antimicrobiano resulta em perda
de fluidos internos, causando a morte celular (TORTORA, FUNKE e CASE 2005).

As micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura e transmissao
mostraram danos nas paredes celulares das bactérias, que apds o contato com o0s extratos
FSMAC e FSDEC, passaram a ter uma nova forma, chamada pelos pesquisadores de L-forma
(MICKIEWICZ et al., 2019) indicando que houve perda da parede celular, como pode ser
comparado com 0s controles positivos, que mostram as células integras (Figuras 2, 4, 5 e 6).

Todas as bactérias em forma de bastéo utilizadas na pesquisa, ap6s 0 contato com 0s extratos
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mudaram sua forma assumindo a L-forma, Mickiewicz et al. (2019) mostraram que esse
mecanismo acontece quando o antibidtico entra em contato com a bactéria, e esta por
consequéncia perde a parede celular como mecanismo de resisténcia, porém muitas dessas
bactérias acabam morrendo porque se tornam mais frageis sem a parede celular.

Nas imagens geradas para L. monocytogenes (Figura 2) foi possivel comparar as
mudancas morfoldgicas nas bactérias do controle positivo com as tratadas com os extratos. E
possivel visualizar células em forma de bastdo e com a presenca de material genético (Figuras
2c e 2f) e apds o tratamento apresentaram alteracdes morfologicas, sendo visualizadas formas

arredondadas sugerindo perda da parede celular (Figuras 2a, 2b, 2d e 2e).

Figure 2 - Micrografia de L. monocytogenes sob a¢do dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle
positivo de L. monocytogenes (c;f).
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Fonte: Proprio autor.

A imagem de MEV do controle positivo do S. aureus (Figura 3c), mostrou uma
célula esférica, diferente do que foi observado das imagens na presenca dos extratos, onde
visualizamos uma rugosidade superficial (Figuras 3a e 3b). Nas imagens de MET, no controle
pode ser visto agrupamento de células e divisao binaria de algumas células (Figura 3f) e nas
imagens com o0 extrato pode-se deduzir que ocorreu extravasamento celular com algumas

células aparentemente murchas (Figuras 3d e 3e).
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Figura 3 - Micrografia de S. aureus sob acdo dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de S.
aureus (c;f).

As imagens do controle positivo de S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa
apresentaram células integras com morfologia em bastao e presenca de flagelo (Figuras 4c, 4f,
5¢, 5f, 6¢ e 6f). As imagens obtidas com 0s extratos mostraram que as células das trés bactérias
se apresentaram arredondadas e perda do flagelo (Figuras 4a, 4b, 4d, 4e, 5a, 5b, 5d, 5e, 6a, 6b,
6d e 6e) e no MEV observaram-se aberturas na superficie em forma de poros, podendo atribuir
a extravasamento celular (Figuras 4a, 4b, 5a, 5b, 6a e 6b). Para a imagem de MET fica bem
perceptivel a mudanca de forma (L-forma) das bactérias sugerindo perda da parede celular
(Figuras 4d, 4e, 5d, 5e, 6d e 6¢).

Amaduci (2007) investigou o efeito da estufa e do campo eletromagnético sobre a
estrutura bacteriana da E. coli, através da analise das imagens foi possivel constatar que a lise
bacteriana ocorreu com maior intensidade nas bactérias expostas ao campo eletromagnético,

assim como também foi evidenciado a forma arredondada.
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Figura 4 - Micrografia de S. Enteritidis sob acdo dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de
S. Enteritidis (c;f).

Fonte: Proprio autor.

Figura 5 - Micrografia de E. coli sob acéo dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de E. coli
(c;f).

Fonte: Préprio autor.



56

Figura 6 - Micrografia de P. aeruginosa sob acéo dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de

: cacol i
4| TCTR S ot |

Fonte: PrépriAo‘autor.

13. CONCLUSAO

Os extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertdo apresentaram galotaninos,
acido gélico, flavonodides, derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e acido
quinico em sua composigdo. Esses compostos quimicos sdo provavelmente responsaveis pela
atividade antimicrobiana evidenciada sobre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, destacando-se 0s extratos
obtidos por maceracdo e decoc¢do. As micrografias mostraram os danos estruturais ocasionado
pelos extratos, tais como, rugosidade, perda de parede celular, extravasamento celular e

mudanga para L-forma.
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RESUMO

A aroeira-do-sertdo é bastante utilizada na medicina popular, tendo efeito farmacoldgico
associado a presenca de compostos bioativos que possuem atividade antioxidante. Neste
contexto, objetivou-se com esta pesquisa fazer a caracterizagcdo quimica, atividade antioxidante
e avaliar a bioacessibidade de compostos bioativos de extratos de Myracrodruon urundeuva
Allemdo. Os extratos foram obtidos a partir das folhas secas de M. urundeuva e quatro
diferentes métodos extrativos (decoccdo, infusdo, maceracao e turbolizacdo). As analises de
antioxidante, compostos fendlicos, taninos e flavondide foram realizadas em todos os extratos.
Os extratos obtidos por decoccdo (utilizacdo de uma temperatura mais elevada) e maceracao
(aumento do tempo de contato do material vegetal com o solvente) tiveram melhor rendimento
e apresentaram melhor potencial antioxidante. A anélise de UPLC-QTOF-MSE realizada nos
extratos das folhas secas obtidas por maceracdo e decoccdo identificou a presenca de 13
compostos, predominando os flavonoides, taninos, &cido galico e acido quinico. Apés a
digestdo gastrointestinal in vitro observou-se a presenca significativa de compostos bioativos
apresentando potencial antioxidante, demonstrando que estes compostos podem estar acessiveis

para as células do trato gastrointestinal e exercer seus beneficios a salde no organismo.

Palavras-chave: Métodos extrativos; Compostos quimicos; Digestdo gastrointestinal in vitro;

Potencial antioxidante.
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15. INTRODUCAO

A espécie Myracrodruon urundeuva Allem&o, popularmente conhecida como
“aroeira-do-sertdo”, “aroeira-preta” ou “urundeuva”, é uma especie da familia Anacardiaceae
de ocorréncia natural em regides de Caatinga e Cerrado (ANDRADE et al., 2000; SILVA et al.,
2002).

A aroeira-do-sertéo possui alto poder medicinal, em suas entrecascas encontram-se
varios componentes fitoquimicos, que possuem propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizantes
(BERGER et al., 2007). As raizes sao usadas no tratamento de reumatismo e as folhas séo
indicadas para o tratamento de ulceras (ALMEIDA et al., 1998).

Uma grande variedade de fontes vegetais biossintetizam compostos que possuem
atividade antioxidante e podem ser utilizados como uma fonte natural de substancias que
possuem a capacidade de sequestrar os radicais livres (LACHMAN et al., 2010). Os extratos
gue possuem compostos antioxidantes sdo de particular interesse para as industrias
farmacéuticas pois estdo associados a beneficios ao corpo humano como o combate ao
envelhecimento. Alem disso, também apresentam vantagens para industrias de alimentos
promovendo o retardo da deterioracdo, rancidez e descoloracdo (KARADAG et al., 2009).

A aroeira-do-sertdo possui em sua constituicdo altas concentracdes de compostos
fenolicos, cujo principal efeito é a acdo antioxidante (OKUDA e ITO, 2011). Os flavondides
sdo exemplos de compostos fenolicos que apresentam alto poder antioxidante e inimeras
plantas possuem em sua composicdo esse antioxidante natural (MORAIS et al., 2009). Os
taninos também estdo presentes na aroeira-do-sertdo e estudos demonstraram os efeitos
terapéuticos dessa substancia (QUEIROZ et al., 2002; MONTEIRO et al., 2006).

Na industria de alimentos, a tendéncia atual dos consumidores é procurar cada vez
mais produtos naturais, tendo em vista a crescente preocupacdo com a saude, tornando
necessario o estudo do uso desses produtos como antioxidantes naturais em substituicdo aos
convencionais BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e BHT (2,6-diterc-butil-p-creso),
amplamente utilizados (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2007). Dessa forma, 0S mesmos
podem ser utilizados como aditivos alimentares, visando retardar a oxidag&o lipidica e/ou como
conservantes naturais, além do uso desses extratos visando aumentar a atividade biol6gica de
alimentos.

Para que um composto quimico possa exercer seu efeito in vivo, 0 mesmo deve

atingir o alvo fisiolégico em concentragdo minima que apresente esse efeito (SAURA-
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CALIXTO etal., 2007). Dessa forma, no estudo de extracédo e caracterizagcdo desses compostos,
é importante a avaliacéo da bioacessibilidade deles.

A bioacessibilidade é definida como a fracdo de um composto que € liberado de sua
matriz no trato gastrointestinal e que, portanto, torna-se disponivel para absorcao intestinal. Ela
inclui toda uma sequéncia de eventos que ocorrem durante a transformacgéo digestiva da
substancia testada, em material que pode ser assimilado pelo corpo e pelas células do epitélio
intestinal (SHIM et al., 2009).

Dessa forma, o estudo sobre a bioacessibilidade fornece informac6es importantes
que podem contribuir para avaliar a real ingestao de nutrientes e assegurar a eficacia nutricional
dos produtos alimentares (KHOUZAM et al., 2011). Estudos envolvendo a influéncia do
método de extracdo dos compostos bioativos na bioacessibilidade sdo considerados escassos.
Neste contexto, objetivou-se com esta pesquisa fazer a caracterizacdo quimica, atividade
antioxidante e avaliar a bioacessibilidade de compostos bioativos de extratos de Myracrodruon

urundeuva Allemao.

16. MATERIAL E METODOS

16.1 Material vegetal

As folhas de M. urundeuva foram obtidas no Ndcleo de Ensino e Pesquisa de
Agricultura Urbana - NEPAU (3°44°16.0”S; 38°34°22.6”W), localizado na Universidade
Federal do Cearé nos meses de dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Foram secas em estufa
a 40 °C/48 h, apresentando umidade inicial de 64% e umidade final de 12% (AZEVEDO e
MOURA, 2010). O material vegetal foi identificado por comparacdo com exsicata do Herbario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara depositada com a identificacdo EAC-46088
e consulta a material especializado (LORENZI, 1998; ALMEIDA et al., 1998).

O material vegetal estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero de acesso
A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceara.

16.2 Obtencéo dos extratos

Para a elaboracdo dos extratos, foram utilizadas folhas secas, seguindo a proporgéo

de 100 g de folha seca para 1000 mL do solvente (agua destilada). Foram preparados extratos
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pelas técnicas de turbolizacdo (FSTURB), maceracdo (FSMAC), decoccdo (FSDEC) e infuséo
(FSINF). Apds elaboracéo, procedeu-se a filtracdo dos extratos e secagem em um liofilizador
(Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (ZORTEA et al., 2015;
BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2011).

16.3 Determinacgéo do rendimento e granulometria

Os extratos obtidos foram submetidos a calculo de rendimento total de acordo com
a formula abaixo (RODRIGUES et al., 2011):

Re = (Pext /Pfolhas) x 100.

Onde:

Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (Q);
Pfolhas = Peso das folhas secas (g).

O tamanho particular do material vegetal seco nebulizado foi determinado através
da pesagem de 100 g do material e passagem forcada através de tamises previamente tarados,
com aberturas de malha de 10 pm, 20 um, 32 um, 42 um, 60 pm, 80 pm, 100 um, 150 pm, 200
pum, 270 pm, 400 um e 500 um. A operagao foi realizada em tamis com movimentos horizontais
rotativos e movimentos verticais por 20 minutos, ou até que a operagdo estivesse completa.
Apo6s a tamisacdo, os materiais recolhidos dos tamises foram pesados individualmente e
classificados quanto a faixa granulométrica do material vegetal (VOIGT, 1982).

16.4 Determinacgado de compostos fendlicos totais

Este ensaio foi realizado de acordo com o método proposto por Larrauri et al.
(1997). A anélise foi realizada em triplicada e a aliquota utilizada foi 0,05 mL para uma solucéo
de extrato na concentracdo de 1 mg/mL. O volume foi completado para 0,5 mL com agua
destilada e entdo adicionado 0,5 mL do reagente de Folin Ciocalteau (1:3), 1 mL de carbonato
de sodio a 20% e 1 mL de &gua destilada, procedendo a homogeneizacdo em agitador de tubos
de ensaio. As leituras foram realizadas apds 30 minutos utilizando espectrofotdmetro marca

Shimadzu (Modelo UV- 1800) a 700 nm. A quantificacdo de compostos fendlicos totais das
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amostras foi realizada por meio de curva padrdo preparada com acido gélico e o resultado foi

expresso em mg EAG/g de extrato seco.

16.5 Potencial antioxidante

16.5.1 Determinacédo da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS™

A atividade antioxidante foi determinada através do ensaio com ABTS', obtido
pelareacdo de 5 mL de ABTS (7 mM) com 88 pL de persulfato de potassio (140 mM), conforme
método descrito por Rufino et al. (2007a). A solucdo foi mantida em repouso a temperatura
ambiente de 12 a 16 horas em auséncia de luz. Uma vez formado, o ABTS"" foi diluido em
alcool etilico grau analitico até obter valor de absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm.

Os extratos testados foram preparados nas concentragdes de 100 pg/mL, 250 pg/mL
e 350 pg/mL. Em ambiente escuro, foi transferido 30 puL de cada concentragdo para tubos de
ensaio, onde foi adicionado 3,0 mL da solugéo do radical ABTS"" com absorbancia entre 0,695
a 0,705 nm, logo em seguida ocorreu homogeneizacdo em agitador de tubos de ensaio. A leitura
em espectrofotdmetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800) (734 nm) foi realizada apds 6
minutos da mistura e utilizou-se alcool etilico como branco para calibrar o espectrofotdmetro.
A quantificacdo de antioxidante total das amostras foi realizada por meio de curva padrédo
preparada com Trolox e resultados expressos como equivalentes de uM Trolox/g de extrato
seco. Todas as analises foram realizadas em trés experimentos independentes, cada um em

triplicata.

16.5.2 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe

A atividade antioxidante foi medida segundo o método descrito por Rufino et al.
(2007b), usando o radical livre estdvel DPPHe (0,06 mM), monitorando-se o consumo do
radical livre DPPHe pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorbancia de
solugdes de diferentes concentragcbes. Foram adicionados 3,9 mL de solucdo etanolica de
DPPHe- a tubos de ensaio contendo aliquotas de 0,1 mL dos extratos nas concentracdes de 100
pug/mL, 250 pg/mL e 350 pg/mL. Os tubos foram homogeneizados e mantidos no escuro a
temperatura ambiente até estabilizagdo da absorbancia que foi medida a 515 nm em
espectrofotdbmetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800). O alcool etilico foi utilizado para
calibrar o equipamento. Os resultados foram expressos pelo valor CEso (Concentracdo Efetiva
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50 %), todas as medidas foram realizadas em trés experimentos independentes, cada um em
triplicata.

16.6 Quantificacdo de taninos

Os teores de taninos totais nos extratos foram obtidos por dissolucdo de cada extrato
em agua destilada, obtendo a concentracédo de 0,07 mg/mL. Em um baldo de 100 mL contendo
75 mL de agua destilada, foi adicionado 5 mL da solucdo dos extratos, 5 mL do reagente de
Folin-Denis e 10 mL da solugdo aquosa saturada de carbonato de sédio, completando o volume
com agua destilada. A solucdo foi agitada e a leitura foi realizada a 760 nm em
espectrofotdbmetro (Shimadzu Modelo UV- 1800) ap6s 30 minutos. A partir das absorbancias
obtidas, foi construida uma curva de calibracdo analitica, utilizada posteriormente para o

calculo dos teores de taninos totais, expressos em mg de EAT/g de extrato seco (1AL, 2008).

16.7 Quantificacdo de flavondides totais

A determinacgdo dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo o método
descrito por Woisky e Salatino (1998). Utilizou-se a concentracdo de 3 mg/mL e uma aliquota
de 0,5 mL em triplicata de cada extrato aquoso, adicionou-se 0,5 mL da solugéo de Cloreto de
aluminio 5% (AICI3), 1 mL de metanol e 1 mL de &gua destilada, completando o volume de 3
mL. Apos repouso de 30 min, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu Modelo
UV- 1800) a 425 nm. O contetdo de flavondides totais foi determinado usando a equagdo da
curva padrédo de quercetina, sendo os resultados expressos em mg EQ/g de extrato seco.

16.8 Analise de UPLC-QTOF-MSE

As analises foram realizadas em Sistema cromatografico Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um quadrupolo/tempo de véo (QTOF, Waters). As execucbes cromatograficas
foram realizadas em um Waters Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um), temperatura
fixa de 40 °C. O Sistema de eluicdo de gradiente binario consistia em 0,1% de &cido formico
em &gua (A) e 0,1% de acido férmico em acetonitrila (B). As condicdes de eluicdo UPLC foram
otimizadas da seguintes forma: gradiente linear de 2 a 95% B (0-15 min), 100% B (15-17 min),
2% B (17,01 min), 2% (17,02-19,01 min), um fluxo de 0,4 mL.min, e um volume de injecéo
de amostra de 5 uL.
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O perfil quimico das amostras foi realizado acoplando o sistema Waters ACQUITY
UPLC ao espectrometro de massa QTOF (Waters, Milford, MA, USA) com interface de
ionizacao por eletrospray em modo de ionizacdo negativa (ESI"). O modo (ESI") foi adquirido
na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatacéo
350 °C, fluxo de gas de dessolvatacdo de 500 L.h™%, cone de extracéo de 0,5 V, voltagem capilar
de 3 kV. A leucina encefalina foi usada como massa de bloqueio. O modo MS usado Xevo G2-
XS QTOF. O espectrometro operou com programacio centroide MSE usando uma rampa de
tensdo de 20 a 40 V. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 software (Waters
Corporation, USA).

16.9 Bioacessibilidade

Os ensaios de bioacessibilidade foram realizados seguindo protocolo adaptado de
Holanda et al. (2020), que descreve a simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro, através
das fases gastrica e intestinal. O método descreve a digestao de 1 g de extrato misturado com a
enzima pepsina em banho de 4gua com agitacdo a 37 °C durante 2 h. Apos esse periodo foi
realizada uma segunda digestdo com pancreatina-bile com pH intestinal (pH 7,5) usando uma
membrana de diélise contendo um sistema base para elevar gradualmente o pH e permitir a
difusdo dos analitos de interesse. O método permite determinar a quantidade de compostos
fenolicos, taninos, flavondides e antioxidantes potencialmente disponiveis para posterior
absorcdo. Para monitorar a liberacdo dos compostos bioativos a partir dos extratos, foram
analisadas as aliquotas referentes a fase gastrica e a fase intestinal (dialisado e nao dialisado),

visando quantificar esses compostos bioacessiveis.

16.9.1 Indices de Bioacessibilidade

A bioacessibilidade dos compostos bioativos foi expressa em porcentagem do valor

encontrado para o dialisado em relacdo a quantidade inicial presente no extrato:

Bioacessibilidade (%) = [D/I]* 100
Onde:
D = teor do composto dialisado

| = teor do composto inicial no extrato
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16.10 Anélises estatisticas

Os resultados das analises de fendlicos totais, taninos, flavonoides e antioxidantes
foram expressos em media + desvio padrdo. Todas as analises foram realizadas com o auxilio
do software Statistica 10, para calculo da analise de variancia (ANOVA) e aplicacdo do teste

de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

17. RESULTADOS E DISCUSSAO

17.1 Rendimento e granulometria

Levando em consideragédo os resultados obtidos (Tabela 1), verifica-se que o tipo
de método extrativo influenciou diretamente nos rendimentos dos extratos. Observou-se um
rendimento maior para extrato por decoccdo, seguido por maceracdo. Na extracdo por decoccao,
provavelmente o aumento da temperatura favoreceu o amaciamento das particulas de folhas
pulverizadas, aumentando sua solubilidade, constituindo-se numa extragdo com maior
rendimento (SIMOES et al., 2010). No caso da maceracdo é importante verificar a
permeabilidade do solvente e saturacdo, que sdo fatores importantes para o rendimento
(HOSTETTMAN et al., 2003).

Tabela 1. Rendimento dos extratos aquosos a partir das folhas de aroeira-do-sertdo.

Extratos | Peso Folhas (g) | Peso Extrato Seco (g) | Rendimento (%) | Concentragdo (g/mL)

IFSTURB 100 14,08 14,08 0,1
FSMAC 200 44,93 22,47 0,1
SFSDEC 100 33,33 33,34 0,1
“FSINF 150 24,65 16,43 0,1

Fonte: Préprio autor. 'FSTURB (Folhas secas por turbolizagdo); 2FSMAC (Folhas secas por maceragao);
SFSDEC (Folhas secas por decocgdo); “FSINF (Folhas secas por infuséo).

A secagem das folhas visa minimizar a perda de principios ativos e retardar a sua
deterioracdo em decorréncia da reducdo da atividade enzimatica, permitindo a conservagdo das
plantas por um periodo maior (COSTA et al., 2005). Para elaboragdo dos extratos das folhas
secas, houve uma trituracdo manual das folhas antes do preparo, com excecdo do extrato por
decoccéo, onde a trituracdo foi feita no liquidificador industrial. O estado de fragmentacdo do
material vegetal teve importancia para a otimizag&o extrativa, pois quanto maior a divisdo, mais

expostos estardo os principios ativos (COSTA et al., 2005). Outro estudo com secagem de
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capim-limao recomenda o uso de secagem em estufa com temperaturas variando entre 30 e 50
°C para 0 maior rendimento e composi¢do quimica (BUGGLE et al., 1999).

A anélise granulométrica do material vegetal por tamisacdo demonstrou que as
particulas se encontraram predominantemente distribuidas nas classes entre 10 e 100 um
(Figura 1). Segundo a classificacdo da Farmacopéia Brasileira (1988), a faixa granulometrica
do material vegetal foi classificada como po finissimo. A faixa de tamanho também é uma
variavel importante, de acordo com Costa et al. (2005), a matéria seca reduzida a p6 proporciona
maior rendimento do que os fragmentos com 1 e 20 cm de comprimento, concordando com 0s

resultados encontrados para o extrato da folha seca por decoccao.

Figura 1 - Determinagdo da distribui¢do granulométrica das folhas secas e trituradas de aroeira-do-sertéo.
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Fonte: Proprio autor.

17.2 Potencial antioxidante, teor de compostos fendlicos, taninos e flavondides

O conteudo encontrado de compostos fendlicos nos extratos aquosos das folhas de
aroeira-do-sertdo variou de 1008,76 a 1081,94 mg EAG/g de extrato seco (Tabela 2) néo
havendo diferenca estatistica entre as metodologias de extracgéo.

Vieira et al. (2015) utilizaram como solventes o metanol e o hexano para o extrato
das folhas de aroeira-do-sertdo por maceragao, obtendo teores de compostos fenolicos maiores
para o extrato metanolico (194 mg EAG/g), em relacdo ao extrato hexanico (77 mg EAG/Q),
mostrando que o metanol, assim como a agua, sdo substancias polares e compostos como
saponinas, taninos e flavondides sdo extraidos pelo solvente devido suas caracteristicas de
polaridade, corroborando com os resultados encontrados.

Os extratos obtidos por maceracdo e decoccdo apresentaram concentracdes de
compostos fenolicos um pouco maiores que 0s outros métodos extrativos. Estes resultados

concordam com os obtidos por Costa (2011), que mostrou uma alta concentragéo de compostos
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fendlicos em extratos da folha seca de aroeira-do-sertdo obtidos por maceracdo (322 mg
EAG/qg) devido o tempo de contato do solvente com as folhas.

Em outra pesquisa, o extrato etanolico das folhas de aroeira-do-sertdo apresentou
teor fendlico total de 388,86 mg EAG/g (JUNIOR et al., 2017). Em comparagéo aos resultados
obtidos nessa pesquisa, 0 extrato etandlico da folha de aroeira-do-sertdo obtidos por maceragao
tiveram valores bem inferiores, reafirmando a importancia do tipo de solvente na extragéo
desses compostos, ja que a agua é uma substancia polar e o etanol apresenta menor polaridade.
A utilizacdo da agua como solvente para preparacdo dos extratos € uma alternativa para
substituir solventes que apresentam nocividade a salde humana e ao meio ambiente,
englobando-se assim na quimica sustentavel ou quimica verde (CUNHA et al., 2015).

A relacdo entre concentracdo de fenolicos totais e a capacidade de sequestrar
radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto que extratos aquosos da folha
de aroeira-do-sertdo obtidos por maceracdo e decoccdo que obtiveram maior conteldo de
fendlicos totais também tiveram expressiva atividade antioxidante. Esses resultados concordam
com os da pesquisa de Vieira et al. (2015), sugerindo que 0s compostos secundarios com
atividade antioxidante se concentram preferencialmente nos extratos polares das folhas e cascas
do caule de aroeira-do-sertdo. Os resultados de outros estudos atribuem atividade antioxidante
a presenca de fendlicos (CHAVES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; SOUSA et al., 2007).

Os teores de flavonoides variaram de 629,67 a 850,69 mg EQ/g de extrato seco
(Tabela 2). Os resultados mostraram diferenca estatistica entre os métodos a frio e a quente. O
uso de temperaturas mais elevadas na elaboracao de extratos facilita a extracao de flavondides,
fato que foi observado como resposta para os teores de flavondides nos extratos obtidos por
decoccdo e infusdo (Tabela 2). Pereira et al. (2009) constataram que nos extratos de cha verde
e cha preto obtidos por infusdo, havia um aumento dos fendlicos totais e flavondides a medida

gue se aumentava o tempo de contato do material vegetal com a agua aquecida.

Tabela 2. Contelido de fendlicos totais, taninos, flavonoides e antioxidante dos extratos aquosos das folhas de
aroeira-do-sertao.

Extratos Fenolicos Totais Taninos Flavonoides ABTS CEso
mg EAG/g mg EAT/g mg EQ/g UM Trolox/g mg/L
IFSTURB 1008,76+3,562 32,21+0,03°¢ 629,67+1,91° 4504,31+0,05° 146,51+1,75°
FSMAC 1080,88+1,542 84,06+0,09° 644,08+2,42° 4763,32+0,16" 183,62+0,68?
SFSDEC 1081,94+1,562 51,93+0,06° 850,69+0,68° 5710,55+0,082 115,89+1,38°
“FSINF 1038,44+0,682 34,25+0,11°¢ 801,26+7,642 4304,75+0,06° 171,33+2,28¢2
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Fonte: Proprio autor. *FSTURB (Folhas secas por turbolizagdo); 2FSMAC (Folhas secas por maceragio); SFSDEC
(Folhas secas por decocgéo); “FSINF (Folha seca por infusdo). Resultados: média de trés repeticGes; Mesma letra
indica que ndo houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras de cada analise; Letras diferentes houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras de cada anélise.

O conteldo de taninos nos extratos aquosos da folha de aroeira-do-sertdo variou de
32,21 a 84,06 mg EAT/g de extrato seco (Tabela 2), apresentando diferenca estatistica entre os
métodos de extracdo com excecdo dos extratos obtidos por turbolizacdo e infusdo. As
Anacardidceas sdo reconhecidas pela ampla distribuicdo de fendlicos (AGUILAR-
ORTIGOZA, 2003).

Estudos mostraram que taninos hidrolisaveis, taninos condensados e flavonoides
glicosilados derivados da quercetina e kaempferol, grupos do metabolismo secundéario das
plantas, tem carater mais polar (OLIVEIRA, 2012; RATTMANN et al., 2011), outro fator
importante sdo as metodologias de extracdo, que no caso da maceracdo e decoccdo, além de
ocorrer um maior tempo de contato das folhas com a agua, a temperatura mais elevada na
decoccdo também facilita a solubilizacdo desses compostos, justificando os resultados
encontrados para taninos.

Monteiro et al. (2005) avaliaram extratos metandlicos das folhas de aroeira-do-
sertdo por decoccdo através da metodologia de precipitacdo da caseina e encontraram uma
variacdo de 13,50 a 50,87 mg de taninos/g de extrato seco. Araujo et al. (2008) classificaram as
espécies Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan e aroeira-do-sertdo como as que possuem 0s
niveis mais altos de taninos.

O interesse no estudo dos compostos fendlicos tem aumentado muito, devido
principalmente a habilidade antioxidante dessas substancias em sequestrar radicais livres, 0s
quais sdo prejudiciais a satde humana (ALVES et al., 2007; NEVES et al., 2009).

O potencial antioxidante dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertdo em
sequestrar radicais livres foi expresso como concentracao final do extrato necessaria para inibir
a oxidacdo dos radicais ABTS+* e DPPHe em 50%, e os resultados sdo descritos na Tabela 2.
Pelo método ABTS os resultados variaram de 4304,75 a 5710,55 uM Trolox/g de extrato seco,
havendo diferenca estatistica do extrato obtido por decoc¢do em relacéo as outras técnicas de
extragdo. Plantas da familia Anacardiaceae apresentam alta atividade antioxidante, Cristofoli et
al. (2018) verificaram que os extratos das folhas de cajazeira apresentaram atividade
antioxidante variando de 282,1 a 3030,1 uM Trolox/g de extrato confirmando a presenca de
compostos antioxidantes. Junior et al. (2017), em seus estudos com o extrato etanolico das

folhas de aroeira-do-sertdo obteve pelo método ABTS (279 uM Trolox/g), resultados que foram
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estatisticamente semelhantes ao BHT (309 uM Trolox/g), mostrando que os extratos podem
substituir o antioxidante sintético na industria de alimentos.

Pelo método DPPH, os resultados variaram de 115,89 a 183,62 mg/L, mostrando
diferenca estatistica entre os métodos de extragdo com excecao dos extratos obtidos por infusdo
e maceracdo. Esses resultados sdo diferentes do encontrado por Vieira et al. (2015) que
obteveram para extrato metandlico das folhas de aroeira-do-sertdo 12,9 mg/L. Junior et al.
(2017), avaliaram a atividade antioxidante de extrato etanolico das folhas de aroeira-do-sertéo
pelo método DPPHe e obtiveram 217 mg/L, resultado que diferiu estatisticamente do padréo
BHT (165 mg/L).

O grau de descoloracéo indica o potencial antioxidante do extrato. Quanto maior o
consumo de DPPHe por uma amostra, menor serd a sua CEso, € maior sera sua atividade
sequestradora (ALVES et al., 2007). Segundo Cabral et al. (2009), diferencas na atividade
antioxidante da amostra podem ocorrer devido ao método usado. Rufino et al. (2010)
demonstraram que o método ABTS € geralmente indicado para compostos hidrofilicos e o
método DPPH pode ser usado rotineiramente com extratos organicos aquosos contendo
compostos hidrofilicos e lipofilicos. Ambos os métodos sdo amplamente utilizados para

determinar a capacidade antioxidante in vitro.

17.3 Anélise de UPLC-QTOF-MSE

Os extratos de Myracrodruon urundeuva que apresentaram melhores efeitos
antioxidantes, conteldo de compostos fendlicos, flavonoides e taninos foram analisados por
UPLC-QTOF-MSE. Uma andlise comparativa foi realizada entre os perfis dos metabolitos
foliares obtidos em duas extracoes distintas (FSMAC e FSDEC) a fim de mostrar uma melhor
definicdo de seus componentes quimicos (Figura 2). No total, cerca de 13 metabdlitos foram
identificados, incluindo diferentes classes de compostos como flavondides e taninos, usando os
espectros MS e MS/MS de cada extrato vegetal, jJuntamente com 0 mecanismo de fragmentagéo,
relacionados a familia (Anacardiaceae), género (Myracrodruon) e espécie (urundeuva), e 0s
bancos de dados SciFinder, ChemSpider and PubChem. Os compostos predominantes nas
folhas foram derivados do &cido galico e do &cido quinico (Tabela 3).

Todas as formulas moleculares encontradas tinham erro inferior a 10 ppm calculado

pelo MassLynx software (Waters Corporation) seguindo a seguinte equacao:
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(massa observada — massa calculada)
Erro (ppm) = X

106
massa observada

Santos et al. (2017) em seus estudos com extrato hidroetanolico da casca do caule
de aroeira-do-sertdo constataram através de HPLC a presenca de flavondides, compostos
terperndides, terpenos e compostos aromaticos. J& com a fracdo hidrometanol identificou perfis
semelhantes aos taninos como &cido gélico, &cido tanico, catequina e pirogalol, e com o extrato
hidroacetdnico mostrou a presenca de fisetina, acido galico e acido elagico. De acordo com essa
pesquisa podemos dizer que a aroeira € uma planta com bastante compostos quimicos
distribuidos por toda planta, ja que alguns desses compostos também foram identificados nos
extratos aquosos FSDEC e FSMAC incluindo os flavonoides, taninos, acido gélico e acido
quinico, cuja presenca esta associada a atividade antioxidante encontrada concordando com 0s

ensaios realizados.

Figura 2 — Cromatogramas de extratos aquosos de M. urundeuva FSDEC e FSMAC em modo de ionizacéo
negativa.
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Fonte: Proprio autor. FSDEC: Folhas secas por decoccdo (A), FSMAC: Folhas secas por maceragao (B).
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Table 3. Tentativa de identificar metabdlitos secundarios presentes em extratos aquosos das folhas de M.

urundeuva.
Picos tr Modo de ionizacao Formula | Tentativade | FSMAC | FSDEC | Referéncias
(min) negativo molecular | identificacéo
MS MS/MS | ppm
[M-H]
1 0,86  207,0500 144,0734 -2,4 C7H1,07 N.I + + -
129,0156
2 0,96 191,0509 127,0402 6,3 C14HsO N.I + + (CASTRO et
85,0319 al., 2019)
3 1,60  331,0665 271,0433 0,0 C13H16010 Glucose + + (CASTRO et
169,0121 galloyl al., 2019;
89,0237 DORTA et
al., 2014)
4 1,80 391 191,0538 - Derivado de + + -
169,0123 acido galico
125,0240
5 1,98  343,0676 191,0432 3,2 C14H16010 Galloyl + + (ABU-
169,0132 quinic acid REIDAH et
125,0290 al., 2015;
CASTRO et
al., 2019;
ERSAN et
al., 2016)
6 293  321,0226 169,0115 -6,5 C1sH1009  Digallic acid - + (ABU-
125,0234 REIDAH et
al., 2015;
CASTRO et
al., 2019)
7 3,18 951,0683 933,0610 -6,0  CaH2027 Geraniin + + (CASTRO et
300,9964 al., 2019;
KUMAR et
al., 2015)
8 3,65  953,0915 300,9965 2,0 C1H30027 Geraniinic - + (CASTRO et
169,0124 acid al., 2019;
POJCHAIJO
NGDEE et
al., 2010)
9 3,92 609,1434 301,0239 -3,6  Cy7H3001s6 Rutin + + (ABU-
300,0243 REIDAH et
al., 2015;
CASTRO et
al., 2019)
10 4,08 463,0872 301,0279 -11 C21H20012 Quercetin 3- + + (CASTRO et
O- al., 2019;
galactoside ERSAN et

al., 2016)
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11 430 1091,1234 939,1096 -3,5 CuH1035  Hexagalloyl - + (CASTRO et
769,0826 hexoside al., 2019;
isomer | ERSAN et
al., 2016)
12 455 1091,1272 0,0 CsH1035  Hexagalloyl + + -
hexoside
isomer 11
13 490 621,0543 469,0366 -5,2 C22H2021 Valoneic + + (ABU-
393,1707 acid-galloyl REIDAH et
169.0158 lactone al., 2015;
CASTRO et
al., 2019)

Fonte: Proprio autor. FSDEC: Folhas secas por decoccdo, FSMAC: Folhas secas por maceracao.

17.4 Simulacdo Gastrointestinal in vitro

O efeito da simulagdo gastrointestinal in vitro sobre os compostos fendlicos totais,
taninos, flavonoides e atividade antioxidante estd apresentado na Tabela 4. Os extratos
analisados pelas técnicas de maceracéao e decocgdo exibiram teores mais elevados de compostos
bioativos, indicando que poderiam ser utilizados como fonte potencial de fendlicos naturais e
antioxidantes (Tabela 2). Apds todas as etapas das condigdes gastrointestinais simuladas, se
obteve uma boa quantidade de fendlicos totais (7,62 a 12,64%), taninos (103,57 a 185,09%),
flavonoides (1,21 a 1,46%) e antioxidantes (ABTS 7,97 a 8,34%; DPPH 1316,19 a 1747,09%)
(Tabela 4).

A digestdo gastrica proporcionou a liberagdo de 54,22 e 75,71% dos compostos
fendlicos, este fato pode ser atribuido principalmente ao pH écido e a atividade enzimaética, que
pode induzir a hidrolise de alguns compostos fendlicos ligados a outros constituintes, havendo
uma reducdo para 7,62 e 12,64% na digestdo total final (CARVALHO, 2017) (Tabela 4).

Similarmente, Baublis et al. (2000) e Liyana-Pathirana e Shahidi (2005) sugeriram
que as condicbes gastricas aumentam a capacidade de extracdo de compostos fendlicos da
matriz alimentar. Por outro lado, a fase dialisada apresentou a menor concentracdo de
compostos fendlicos, provavelmente devido a interacdo destes com outros constituintes
podendo favorecer a formacao de complexos com baixa solubilidade ou grande peso molecular,
que ndo podem atravessar a membrana de dialise causando uma reducdo em sua concentracéo.
Retendo esses compostos na parte ndo dialisada, cujo resultado foi bastante elevado, Scalbert e
Williamson (2000) também relacionaram o peso molecular de compostos fendlicos a sua

capacidade de absorcédo no intestino.


https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
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Tabela 4. Bioacessibilidade de compostos bioativos de extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertdo.

Fenolicos Totais (mg EAG/g extrato seco)

Extratos CBI Digerido gastrico Nao dialisado Dialisado Bioacessibilidade (%0)
IFSMAC 1080,88? 586,062 544,952 82,37° 7,62
2FSDEC 1081,94° 819,20? 812,14° 136,75° 12,64

Taninos (mg EAT/g extrato seco)

IFSMAC 84,06% 806,672 729,85% 87,06% 103,57

2FSDEC 51,93 957,392 712,462 96,122 185,09

Flavonoides (mg EQ/g extrato seco)

IFSMAC 644,08? 13,572 43,34? 9,412 1,46

’FSDEC 850,69° 16,732 47,022 10,30° 1,21

ABTS (UM trolox/g extrato seco)

IFSMAC  4763,32 1269,32° 1201,23° 397,53° 8,34

2FSDEC 5710,55° 1149252 1231,49° 455,02 7,97
CEso (mg/L)

IFSMAC 183,62° 642,33 401,25 3208,00° 1747,09

2FSDEC 115,89 256,67¢ 352,618 1525,33? 1316,19

'FSMAC (Folhas secas por maceragio); 2FSDEC (Folhas secas por decocgdo); CBI: composto bioativo inicial;
Mesma letra indica que ndo houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras em cada analise; Letras
diferentes houve diferenga estatistica (p<0,05) entre as amostras em cada analise.

Além disso, Saura-Calixto et al. (2007), relataram que os fendis ligados a
compostos de alta massa molar, como proteinas e carboidratos, pode ser liberada pela acdo da
enzima digestiva levando a um aumento significativo nas suas concentracdes apos a simulacéo
gastrica. Estudos de intervencdo em humanos mostraram uma baixa porcentagem (5 a 10%) de
compostos fendlicos disponiveis para absor¢do no intestino demonstrando que a fracdo
bioacessivel de fendlicos é pequena, mas significativa para exercer seus efeitos funcionais e
nutricionais (CLIFFORD, 2004).

Os flavonoides e taninos estdo inseridos no grupo dos compostos fendlicos. Os
flavonoides apresentaram baixas porcentagens de bioacessibilidade 1,21 e 1,46%, segundo
Piskula (2000) relatou uma diminuigé@o no conteudo de isoflavonas durante a digestdo gastrica

devido a falta de solubilidade em condi¢es acidas. Sanz e Luyten (2006) observaram que o pH



73

gastrico (ndo acdo enzimatica) influenciou significativamente na concentracdo e particdes de
isoflavonas.

Os taninos apresentaram comportamento diferente, com mais de 100% do total
solubilizado na etapa final apds simulacdo gastrointestinal. Essa alta porcentagem de taninos
esta relacionada com elevada quantidade desse composto nas folhas, classificados como taninos
hidrolisaveis se apresentando como galotaninos e na presenca do solvente ocorre 0 rompimento
da ligacéo liberando novas substancias (AQUINO et al., 2019; SOUZA, 2012). No caso da
simulacdo gastrointestinal os taninos hidrolisaveis por hidrdlise acida liberam acidos fenolicos
(SGARBIERI, 1996).

A diminuicdo da atividade antioxidante em condi¢es intestinais pode ser atribuida
ao fato de que algumas substancias com antioxidante, como fendlicos, pode ser transformado
em diferentes formas estruturais com outras propriedades quimicas devido a sua sensibilidade
ao pH alcalino (BERMUDEZ-SOTO et al., 2007). Os resultados mostraram uma variagio de
7,97 a 8,34% no caso da analise por ABTS, enquanto por DPPHe os resultados foram elevados
mostrando que a atividade antioxidante foi reduzida, j& que se trata de uma grandeza
inversamente proporcional. Segundo Rodriguez-Roque et al. (2014), alguns compostos
antioxidantes podem ser perdidos pela digestdo enzimatica ou por mudangas de pH em

simulagdes in vitro.

18. CONCLUSAO

Nos extratos aquosos das folhas secas de aroeira-do-sertdo obtidos por maceracao
e decoccdo foram identificados 13 compostos quimicos, dentre eles flavondides, taninos,
derivados do é&cido galico e &cido quinico. Em todos os extratos pesquisados foram
quantificados altos teores de compostos fendlicos, taninos, flavondides e atividade antioxidante,
obtendo quantidades significativas desses compostos bioativos apds a simulacdo
gastrointestinal, indicando que os extratos podem ser utilizados como fonte de compostos

bioativos pela indUstria de alimentos.
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19. CAPITULO IV

POTENCIAL ANTIOXIDANTE, ANTIBACTERIANO E TOXICOLOGICO DAS
FOLHAS DE Myracrodruon urundeuva Alleméo

Maria Jaiana Gomes Ferreiral”
Francisco Lucas Alves Batista?
Francisco Ernani Alves Magalh&es?
Larissa Morais Ribeiro da Silva
Raimundo Wilane de Figueiredo®
Evania Altina Teixeira de Figueiredo!

RESUMO
Myracrodruon urundeuva Allemdo é uma planta conhecida como “aroeira-do-sertdo”, “aroeira-
preta” ou “urundeuva”, espécie da familia Anacardiaceae, amplamente utilizada pela populagéo
por possuir propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes. Tendo em vista a importancia dos
compostos bioativos presentes nessa planta, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antioxidante, antibacteriano e toxicoldgico das folhas de Myracrodruon urundeuva Alleméo.
Os extratos foram obtidos utilizando diferentes métodos extrativos (decoccdo, infusdo,
maceracgdo e turbolizacdo) e foram submetidos a anélise de Ressonancia Magnética Nuclear,
atividade antioxidante, antimicrobiana e toxicidade, se destacando os extratos obtidos por
maceracao e decoccdo. Foram identificados nos extratos galotaninos, acido galico, flavonoides,
derivado da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e &cido quinico. Os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas e negativas,
constantemente associadas a contaminacdo de alimentos. O potencial antioxidante, teor de
compostos fendlicos, taninos e flavondides foram quantificados e os extratos avaliados nédo
apresentaram toxicidade frente a Artemia salina, indicando que podem ser utilizados como
fonte de compostos bioativos em substituicdo a casca do caule, além de evitar a extingdo da

planta.

Palavra-chaves: Métodos extrativos; Compostos quimicos; Potencial antioxidante; Potencial

antimicrobiano; Artemia salina.
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20. INTRODUCAO

Myracrodruon urundeuva Alleméo, uma arvore de madeira amplamente distribuida
no Brasil e comumente conhecida como ““aroeira-do-sertdo”, pertence a familia Anacardiaceae.
Os produtos naturais representam uma rica fonte de diversidade estrutural e atividades
biologicas (NEWMAN e CRAGG, 2016). Em preparagdes feitas com extratos de M. urundeuva
foram observadas atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria e analgésica,
fazendo com que esse vegetal seja objeto de pesquisas (CECILIO et al., 2016).

As atividades bioldgicas de M. urundeuva estdo associadas aos compostos
bioativos, essa espécie possui altas concentracbes de compostos fendlicos, principalmente
taninos, e varios estudos demonstraram as qualidades terapéuticas desses compostos (VIANA
etal., 2003; MONTEIRO et al., 2006a).

A decoccéo, maceracado, infusdo e turbolizacdo séo metodologias de baixo custo e
simples de serem usadas. A infusdo é um processo de dilui¢cdo do soluto por um solvente em
ebulicdo, na decoccdo o solvente é adicionado ao soluto e ambos séo aquecidos e mantidos em
fervura (PANDEY e TRIPATHI, 2014), na maceracao o material vegetal é colocado em contato
com o solvente e deixado por um periodo (HANDA et al., 2008) e na turbolizacéo, a extracdo
acontece ao mesmo tempo com a reducdo do tamanho de particula do material vegetal, devido
a aplicacdo de elevadas forgas de cisalhamento (SIMOES et al., 2003).

Os solventes mais utilizados sdo agua, etanol, metanol, cloroférmio, éter e acetona
(PANDEY e TRIPATHI, 2014). Popularmente, os supostos principios ativos sdo extraidos das
folhas, frutos, cascas, sementes, raizes das plantas, utilizando a 4gua, solugéo hidroalcéolica ou
outros reagentes quimicos como solventes (PANDEY e TRIPATHI, 2014). Os extratos aquosos
surgiram como substitutos mais ambientalmente viaveis porque ndo produzem nenhum residuo
toxico a0 mesmo tempo que atendem as normas da “quimica verde” (CUNHA et al., 2015).

De acordo com Yunes e Calixto (2001), os estudos de plantas e de novas substancias
torna-se um balanc¢o entre a atividade bioldgica versus a toxicidade, um parametro fundamental
para verificar sua aplicabilidade na industria alimenticia. O bioensaio com Artemia salina (BST
— Brine Shrimp Test) serve tanto como indicador de toxicidade como de bioatividade de
diversas substancias quimicas, inclusive para os extratos de plantas (KARCHESY et al., 2016).
Por fim, apresentam vantagens como: rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo, requer
pouca quantidade de amostra, além de apresentar uma boa relacdo com testes in vivo, sugerindo

que é um método Util e de confianca, segundo Silva et al. (2017).



76

A planta é explorada como fonte de madeira, combustivel e principalmente
remédio. Essas praticas sdo responsaveis por colocar a planta na categoria de ameacadas de
extincdo (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002). No intuito de resolver essa questdo, 0 uso
das folhas surge como alternativa para substituir a casca do caule, e Freitas et al. (2018)
mostraram em sua pesquisa que o0 extrato da casca do caule apresentou toxicidade.

Tendo em vista a importancia dos compostos bioativos presentes nessa planta, este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante, antibacteriano e toxicologico das

folhas de Myracrodruon urundeuva Alleméo .

21. MATERIAL E METODOS

21.1 Material Vegetal

As folhas de M. urundeuva foram coletadas no Nucleo de Ensino e Pesquisa de
Agricultura Urbana — NEPAU (3°44°16.0”S 38°34°22.6”W) localizado na Universidade
Federal do Ceara. O extrato aquoso foi produzido no Laboratorio de Frutos e Hortalicas do
Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara.

O material vegetal e as bactérias estdo cadastrados no Sistema Nacional de Gestéo
do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de

acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceara.

21.2 Obtencéo dos Extratos

Os extratos foram preparados pelas técnicas de turbolizacdo (FFTURB), maceragao
(FFMAC), decoccédo (FFDEC) e infusdo (FFINF) utilizando 200 g de folhas frescas para 1000
mL de agua. Apds elaboracdo, procedeu-se a filtracdo dos extratos em filtros de papel e secagem
em um liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (ZORTEA et al.,
2015; BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2011). Os extratos secos foram

armazenados sob congelamento.

21.3 Determinacédo do rendimento

Os extratos obtidos foram submetidos a calculo de rendimento total de acordo com
a formula abaixo (RODRIGUES et al., 2011):
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Re = (Pext /Pfolhas) x 100.

Onde:
Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (Q);

Pfolhas = Peso das folhas frescas (g).

21.4 Ildentificacdo de metabolitos secundarios por Ressonancia Magnética Nuclear

Os extratos das folhas frescas de M. urundeuva foram submetidos a analise de
Ressonancia Magnética Nuclear visando identificacdo dos compostos presentes. Os espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) uni e bidimensionais, foram

obtidos em espectrometro Bruker, modelo DPX-300 utilizando frequéncia de 300,13 MHz (*H).

21.5 Determinacao de compostos fendlicos totais

A andlise foi realizada de acordo com o método proposto por Larrauri et al. (1997).
Foi realizada em triplicada e a aliquota utilizada foi 0,05 mL para uma solucdo de extrato na
concentracdo de 1 mg/mL. As leituras foram realizadas apds 30 minutos utilizando
espectrofotbmetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800) a 700 nm. A quantificacdo de
compostos fendlicos totais das amostras foi realizada por meio de curva padréo preparada com
acido galico, sendo o resultado expresso em mg EAG/g de extrato seco.

21.6 Potencial antioxidante

21.6.1 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS-*

A atividade antioxidante foi determinada conforme método descrito por Rufino et
al. (2007a). Os extratos testados foram preparados nas concentrac¢ées de 100 pug/mL, 250 pg/mL
e 350 pg/mL utilizando o volume de 30 pL. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro marca
Shimadzu (Modelo UV- 1800) a 734 nm utilizando alcool etilico como branco para calibrar o
espectrofotdmetro. Todas as analises foram realizadas em trés experimentos independentes,

cada um em triplicata. A quantificacdo de antioxidante total das amostras foi realizada por meio
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de curva padrdo preparada com Trolox e resultados expressos como equivalentes de puM
Trolox/g de extrato seco.

21.6.2 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe

A atividade antioxidante foi medida segundo o método descrito por Rufino et al.
(2007b). Os extratos testados foram preparados nas concentragdes de 100 pg/mL, 250 pg/mL
e 350 pg/mL. A absorbancia foi medida a 515 nm em espectrofotdbmetro marca Shimadzu
(Modelo UV- 1800). O alcool etilico foi utilizado para calibrar 0 equipamento. Todas as
medidas foram realizadas em trés experimentos independentes, cada um em triplicata. Os

resultados foram expressos pelo valor CEso (Concentragdo Efetiva 50%).

21.7 Quantificacdo de taninos

Os teores de taninos totais nos extratos foram quantificados segundo método
descrito por IAL (2008). A concentracdo dos extratos utilizados foram 0,07 mg/mL e aliquota
de 5 mL. A leitura foi realizada & 760 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu Modelo UV- 1800).
Todas as anélises foram realizadas em trés experimentos independentes, cada um em triplicata.
A partir das absorbancias obtidas, foi construida uma curva de calibracdo analitica, utilizada
posteriormente para o calculo dos teores de taninos totais, expressos em mg de equivalente de

acido tanico/g de extrato seco.

21.8 Quantificacao de flavondides totais

A determinacdo dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo o método
descrito por Woisky e Salatino (1998), sendo utilizada concentracdo de 3 mg/mL. Os
experimentos foram feitos em triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro
(Shimadzu Modelo UV- 1800) a 425 nm. Todas as analises foram realizadas em trés
experimentos independentes, cada um em triplicata. O contetdo de flavondides totais foi
determinado usando a equacgéo da curva padrdo de quercetina, sendo os resultados expressos

em mg de quercetina/g de extrato seco.

21.9 Potencial antimicrobiano
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21.9.1 Concentracao inibitoria minima (CIM)

As concentragdes inibitérias minimas dos extratos foram determinadas sobre o
crescimento de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa pelo método de microdiluicdo em placa (96 pocos,
300 pl de capacidade/pogo; MicrotestTM, Becton Dickinson and Co.) (BRANEN e
DAVIDSON, 2004). O indculo foi preparado na concentragdo 10° UFC/mL, sendo utilizado
100 puL de in6culo em cada pogo para teste de atividade antimicrobiana. Em seguida, nos
mesmos pocos foram adicionadas aliquotas de 100 pL. da solugdo antimicrobiana ja diluida em
agua destilada estéril nas concentraces que variaram de 0,2 a 42,0 mg/mL. Foram utilizados
0S seguintes pocos controles:

1. Inéculo, meio de cultura e agua destilada estéril (controle positivo) para avaliar a
viabilidade do microrganismo testado.

2. Meio de cultura e solugfes antimicrobianas nas concentragdes testadas (controle das
solucdes) para verificar a inocuidade.

Apbs distribuicbes dos tratamentos nas placas, foram realizadas as leituras de
densidade Optica inicial e final D.Os30nm (T=0; T=24) ap06s 24 horas de incubagdo a 35 °C
utilizando um leitor de absorbancia em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc.
Winooski, VT, EUA). Foram classificadas como inibitdrias as concentrages que apresentaram
resultados cuja variacdo (A) das leituras de DOs3onm foram < 0,05 (BRANDT et al., 2010).

21.9.2 Determinacdo da concentracgdo bactericida minima (CBM)

As concentragdes que mostraram atividade inibitéria foram submetidas a avaliacdo
da concentracdo bactericida minima. Uma aliquota de 100 pL de cada concentragdo das
solucBes antimicrobianas, foi espalhada nas superficie das placas (Spread plate) contendo o
Tryptic Soy Agar (TSA/Difco, Detroit, EUA) ou Tryptic Soy Agar enriquecido com 0,1 %
extrato de levedura (TSA+YE/Difco, Detroit, EUA). As placas foram incubadas a 35 °C/24
horas em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). As concentrag0es
das solucGes antimicrobianas testadas que proporcionaram reducao de trés ciclos logaritmicos
(3,0 logio UFC/mL) de células viaveis a partir da concentragdo do indculo inicial (10° UFC/mL)
foram classificadas como bactericidas (BRANEN e DAVIDSON, 2004; BRANDT etal., 2010).

21.10 Atividade toxicologica frente Artemia salina Leach
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O ensaio de letalidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com modifica¢bes. Os cistos de Artemia salina
foram colocados para eclodir em 1 L de solucéo salina preparada com a seguinte formulagéo:
15,15 g de cloreto de sodio (NaCl); 3,13 g de cloreto de magnésio hexahidratado
(MgCl2.6H20); 3,87 g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQO4.7H20); 9,88 g de cloreto
de célcio bihidratado (CaCl,.2H20); 0,41 g de cloreto de potassio (KCI) e 0,11 g de bicarbonato
de sédio (NaHCO:s).

O pH da solucdo salina foi mantido entre pH 8-9 utilizando-se solugédo de NaOH a
IN. A eclos@o dos ovos se deu a 27 °C e sob luz de 100 W por um periodo de 24 a 48 horas.
Uma parte da solucdo salina foi reservada para o preparo das concentracdes de 10, 100, 500 e
1000 pg/mL dos extratos. O controle negativo foi preparado utilizando apenas solucéo salina.
Os nauplios foram coletados com uma micropipeta e transferidos para os frascos contendo 0s
extratos nas diferentes concentracdes, o teste foi realizado em triplicata.

Os frascos foram colocados sob controle de luz e temperatura (27 °C) por 24 horas.
Passado este periodo, registrou-se a quantidade de nauplios vivos. A relacdo entre o nimero de
nduplios mortos e 0 aumento da concentracdo dos extratos foi utilizada para o célculo dos
valores da CLso. As substancias testadas em diferentes concentragdes foram classificadas como
toxicas quando apresentassem CLso menor que 1000 ug/mL e ndo toxicas com CLso maior que
1000 pg/mL.

21.11 Anélise estatistica

Os resultados das analises de fenolicos totais, taninos, flavondides e antioxidantes
foram expressos em média + desvio padrdo. Todas as analises foram realizadas como auxilio
do software Statistica 10, para célculo da andlise de variancia (ANOVA) e aplicacdo do teste
de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05). E para Artemia salina foi
estimado a CLsoy dos nadplios, através da analise Probit no software Statistica 10, nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

22. RESULTADOS E DISCUSSAO

22.1 Rendimento
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O uso etno medicinal de materiais vegetais por diversas pessoas estimularam alguns
pesquisadores na preparacdo do extrato vegetal a partir de tecidos vegetais frescos (NCUBE,
AFOLAYAN e OKOH, 2008; DAS, TIWARI e SHRIVASTAVA, 2010).

O rendimento dos extratos variou em funcdo do método de extracdo, obtendo
melhor resultado os extratos produzidos pelas metodologias a quente (Tabela 1). Segundo
Tiwari et al. (2011), os métodos extrativos influenciam diretamente na extracdo, e
consequentemente no rendimento total do extrato. Vongsak et al. (2013) em suas pesquisas com
extrato da folha fresca de Moringa oleifera demonstrou que a metodologia de decocgédo

proporcionou maior redimento que a de compressao.

Tabela 1. Rendimentos dos extratos aquosos a partir das folhas frescas de aroeira-do-sertéo.

Extratos | Peso Folhas (g) | Peso Extrato Seco (g) | Rendimento (%) | Concentragdo (g/mL)

IFFTURB 742,66 41,18 5,54 0,2
FFMAC 200,00 15,03 7,52 0,2
SFFDEC 140,00 16,19 11,56 0,2
‘FFINF 146,00 17,31 11,86 0,2

Fonte: Préprio autor. *FFTURB (Folhas frescas por turbolizacdo); 2FFMAC (Folhas frescas por maceragao);
SFFDEC (Folhas frescas por decoccéo); “FFINF (Folhas frescas por infusdo).

A eficiéncia da extracdo estd diretamente relacionada a fatores intrinsecos do
processo, tais como, tempo de contato do vegetal com o liquido extrator, renovacao do solvente,
velocidade de agitacdo e temperatura (SIMOES et al., 2010).

Os menores rendimentos encontrados na extracdo a frio podem ter sido ocasionados
pela baixa velocidade de equilibrio entre as substancias e o solvente (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1996). No caso da turbolizacdo pode ser atribuido ainda o menor tempo de

contato do solvente com as folhas.

22.2 ldentificacdo de metabolitos secundarios por Ressonancia magnética nuclear

A andlise de ressonancia magnética nuclear nos extratos aquosos das folhas frescas
de aroeira-do-sertio mostrou a presenca de Galotaninos, Acido Galico, Flavonoides, Derivado
da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e Acido Quinico (Figura 1). Lopes et al. (2018)
identificaram a presenca de flavonoides e compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas
de aroeira-do-sertdo, corroborando com os dados do presente estudo.

Nos estudos de Machado (2013) foi verificado a presenca de galotaninos e

derivados de &cido galico, enquanto Sa (2008) descobriu no extrato metandlico os flavonoides
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e fendlicos. A mudanga de substancias encontradas em cada pesquisa esta relacionada com o
método extrativo e o solvente utilizado (SOUZA, 2012). Outras pesquisas tém apontado a
presenca de taninos, que sdo compostos responsaveis pela resisténcia a degradacao natural da
planta (SCHOFIELD et al., 2001; VIANA, 2003).

De modo geral, as folhas tém menor concentracdo de agentes antimicrobianos que
as cascas das plantas (VASCONCELOS et al., 2004). Porém, a elaboragao de extratos a partir
de folhas e frutas tem a vantagem de ser uma pratica sustentavel que promove a sobrevivéncia
da planta (PINHO et al., 2012).

Figura 1 - Ressonancia magnética nuclear — FFINF (Folhas frescas por infusdo/a); FFTURB (Folhas frescas por
turbolizacdo/b); FFMAC (Folhas frescas por maceragéo/c); FFDEC (Folhas frescas por decoccdo/d)
[tH/D20/303K].
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Fonte: Préprio autor. 1 — Galotaninos; 2 - Acido Galico; 3 — Flavondides; 4 — Derivado da Prolina (N-Metil-trans-
4-hidroxi-L-prolina); 5 — Acido Quinico.

Pinho et al. (2012) realizaram rastreamento fitoquimico no extrato hidroalcoolico

das folhas de aroeira e detectaram a presenca de esterdides, fénois simples, flavonas,

flavonoides, flavonois, flavononas, flavonondis, saponinas, taninos e xantonas.
22.3 Potencial antioxidante, teor de compostos fendlicos, taninos e flavonoides

Para atividade antioxidante pelo método ABTS os resultados variaram de 5407,95
a 6287,62 UM trolox/g de extrato seco, onde o extrato obtido por maceracdo diferiu

estatisticamente dos demais extratos apresentando maior resultado (Tabela 2).

Tabela 2. Conteldo de fendlicos totais, taninos, flavonoides e antioxidante dos extratos aquosos das folhas frescas
de aroeira-do-sertdo.
Extratos | Fenolicos Totais Taninos Flavonoides ABTSe* CEso

mg EAG/g mg EAT/g mg EQ/g UM trolox/g mg/L

IFFTURB 994,87+1,05? 33,32+0,08¢ 578,62+1,46° 5496,64+0,17° 94,84+2,41°
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FFMAC 905,82+2,71% 101,66+0,13% 445,28+1,78° 6287,62+0,162 153,11+1,95%
SFFDEC 1049,36+1,53% 72,67+0,04° 642,28+3,17% 5407,9510,22° 137,64+0,60%
*FFINF 1018,14+1,04% 36,66+0,06° 603,24+1,83% 5527,4510,14P 88,83+1,39°

Fonte: Préprio autor. FFINF (Folhas frescas por infusdo); FFTURB (Folhas frescas por turbolizacdo); FFMAC
(Folhas frescas por maceracdo); FFDEC (Folhas frescas por decoc¢do). Resultados: média de trés repeticdes;
Mesma letra indica que ndo houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras de cada analise; Letras diferentes
houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras de cada analise.

Os extratos das folhas frescas de aroeira-do-sertdo sdo compostos por fendlicos (1a,
1b, 1c e 1d) e flavonoides (Figura la e 1d) que contribuem diretamente para a atividade
antioxidante (ANJO, 2004; DORMAS et al., 2007).

O potencial antioxidante dos diferentes extratos aquosos das folhas de aroeira-do-
sertdo em sequestrar radicais livres foi expresso como concentragdo final do extrato necessaria
para inibir a oxidacdo do radical DPPHe em 50%, e os resultados sdo descritos na Tabela 2, a
CEso variou de 88,83 a 153,11 mg/L. Nas metodologias de extracdo a frio (turbolizacéo e
maceracdo) houve diferenca estatistica apresentando melhor resultado o extrato que teve menor
tempo de contato com a agua, assim como ocorreu com as metodologias a quente (decocgéo e
infusdo). Na extracdo por turbolizacdo ocorre uma reducdo do tamanho da particula da folha
proporcionando uma passagem mais eficiente dos compostos bioativos para a agua (COSTA et
al., 2005) e no caso da infusédo, a temperatura mais elevada provoca um amaciamento das
particulas da folha ocasionando uma maior solubilidade dos compostos (SIMOES et al., 2010).

Segundo Azizah et al. (1999) os compostos antioxidantes sdo sensiveis a acdo da
luz, oxigénio e calor. No estudo realizado por Medsen e Bertelsen (1995), o aguecimento do
material vegetal resultou na reducdo da atividade antioxidante da maioria dos extratos ativos
devido, principalmente, as reacdes dos compostos fendlicos com outras substancias.

Estudos demonstraram o potencial antioxidante de M. urundeuva (DOSS e
THANGAVEL, 2011; IFESAN et al., 2013). Vieira et al. (2015) constataram que a CEso para
0 extrato metandlico das folhas obtido por maceracgéo foi de 12,9 pg/L, mostrando um potencial
antioxidante melhor do que os extratos aquosos.

Os fenolicos totais variaram de 905,82 a 1049,36 mg EAG/g de extrato seco, ndo
havendo diferenga estatistica entre os extratos obtidos por diferentes metodologias (Tabela2).
Junior et al. (2017) mostraram com a analise da composic¢éo fitoquimica da folha de aroeira-
do-sertdo a presenca de fenois e flavondides. Os compostos fendlicos promovem a defesa

quimica das plantas contra microrganismos, patdgenos e radiacdo UV (CROTEAU et al., 2000).
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Junior et al. (2017) constataram que a presenca de compostos fendlicos nos extratos
foi responsdvel pela atividade antioxidante encontrada pelos métodos ABTS e DPPH,
concordando com os resultados do presente estudo. Tendo em vista que 0s extratos aquosos de
M. urundeuva apresentaram elevada quantidade de compostos fendlicos que por sua vez
influenciaram na atividade antioxidante.

O teor de taninos variou de 33,32 a 101,66 mg EAT/g de extrato seco, havendo
diferenca estatistica entre os extratos (Tabela 2). Godinho et al. (2015) através da analise
fitoquimica identificaram a presenca de taninos utilizando trés reagentes (cloreto ferrico,
acetato de chumbo neutro e acetato de cobre) em extrato etandlico das folhas da aroeira-do-
sertdo, corroborando com os resultados obtido nessa pesquisa. Os taninos sdo compostos
encontrados em maior abundancia nos tecidos de plantas fornecendo protecdo contra
desidratacdo (ROCHA et al., 2002). Sdo adstringentes, antissépticos e antioxidantes (CUNHA
e BATISTA, 2005).

Os taninos sdao compostos fenolicos de alto peso molecular, sollveis em agua e
alcool (CASTRO, 2004). Devido a solubilidade em &gua o extrato obtido por maceracédo
apresentou o maior teor de taninos provavelmente devido ao tempo de contato da agua com as
folhas.

O teor de flavondides variou de 445,28 a 642,28 mg EQ/g de extrato seco. O extrato
obtido por maceragéo apresentou o menor teor diferindo estatisticamente dos demais extratos
(Tabela 2). Godinho et al. (2015) e Machado et al. (2016) também confirmaram a presenca de
flavonoides nas folhas de aroeira-do-sertdo. O extrato obtido por decocgdo apresentou maior
quantidade de flavonoides concordando com os resultados de Oliveira et al. (2016b) que
quantificaram flavondides em extratos de Dicksonia sellowiana (presl.). Hook obtidos por
maceracao, turbolizacdo, infusdo, decoccdo, ultrassom e soxhlet. Como propriedade medicinal,
os flavondides possuem funcdes antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena (VERDI et al.,
2005).

22.4 Atividade antimicrobiana

O potencial antimicrobiano foi evidenciado em todos os extratos aquosos das folhas
frescas de aroeira-do-sertdo (Tabela 3). As concentracdes encontradas como inibitorias foram
consideradas baixas para todos 0s microrganismos testados. Conforme esperado, as bactérias
Gram-positivas foram mais sensiveis aos extratos e mesmo as bactérias Gram-negativas sendo

mais resistentes devido a presenca da membrana externa que forma um envelope complexo
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(HOLLEY e PATTEL, 2005), encontramos concentracOes bactericidas relativamente baixas,

mostrando a eficacia desses extratos sobre bactérias de importancia epidemioldgica.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertéo.

L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa

Boiatis CIM CBM CIM CBM CIM CBM CciMm CBM CIM CBM
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

IFFTURB 0,3 8,0 0,2 0,2 50 12,0 120 42,0 5,0 27,0

2FFMAC 0,9 8,5 0,2 0,4 8,0 10,0 11,0 28,0 10,0 26,0

SFFDEC 0,4 9,0 0,2 0,8 6,0 7,0 9,0 27,0 6,5 20,0

‘FFINF 1,0 8,0 1,0 1,0 11,0 14,0 12,0 42,0 10,0 24,0

Fonte: Proprio autor. CIM (Concentracdo inibitéria minima) e CBM (Concentracdo bactericida minima).
FFTURB (Folhas frescas por turbolizacdo); 2FFMAC (Folhas frescas por maceragdo); *FFDEC (Folhas frescas
por decoccéo); “FFINF (Folhas frescas por infusdo).

Os extratos obtidos por maceracao e decoc¢do mostraram melhores resultados em
relagcdo aos obtidos por turbolizagédo e infusdo, supostamente devido ao tempo de contato e a
temperatura que favoreceram o arraste de compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana.

A prospeccdo fitoquimica de extratos mostrou a presenca de varias classes de
metabdlitos secundarios, exibindo uma grande variedade de atividades, como antimicrobiana
(MATIAS et al., 2010; FIGUEREDO et al., 2013). Estudos de atividades antimicrobianas dos
extratos de M. urundeuva, bem como sua composicdo quimica, foram relatados por Junior et
al. (2009). Segundo a literatura, certamente essa atividade antimicrobiana esta diretamente
relacionada com as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias da aroeira-do-sertéo
extensivamente relatadas (CALOU et al., 2014).

Figueiredo et al. (2014) testando extrato etandlico das folhas de aroeira-do-sertéo,
mostraram uma concentracdo inibitéria minima menor para cepas padrdo e multirresistentes de
E. coli e S. aureus em comparacdo as concentragcdes encontradas nessa pesquisa, resultado que
pode estar associado a metodologia de extracdo e solvente utilizado.

Os taninos protegem a planta contra o0 ataque de microrganismos patogénicos
(TRUGILHO et al., 2003). Pinho et al. (2012) associaram potencial antimicrobiano a presenca
de taninos e flavonoides em extratos hidroalcoolicos da folha de aroeira-do-sertdo. A presenca
desses compostos secundarios nos extratos proporciona o rompimento da parede celular ou

membrana plasmaética facilitando a captagdo de drogas, inibem a sintese de acidos nucleicos e
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interrompem o metabolismo bacteriano (FIGUEREDO et al., 2013; MATIAS et al., 2010;
CUSHNIE e LAMB, 2005).

Autores revelaram que extratos obtidos a partir da folha de aroeira-do-sertdo tem
resultados expressivos contra bactérias Gram-positivas, possivelmente pela presenca de
compostos bioativos que afetam a sintese de peptideoglicanas, afirmando os resultados obtidos
nesse estudo. Além disso, realizaram testes de identificacdo com os extratos e observaram a
presenca de diversos metabdlitos secundarios como taninos hidrolisaveis, flavonoides,
saponinas, terpenos e esteroides (SILVA et al.,, 2013), comprovando que atividade
antimicrobiana dos extratos esta relacionada a presenca de tais compostos.

O potencial antimicrobiano dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertéo
sobre bactérias Gram-negativas € visto de forma positiva, ja que poucos produtos de origem
natural conseguem demonstrar atividade contra esses microrganismos. Os resultados de Junior
et al. (2011) mostraram que os extratos alcodlicos das folhas de M. urundeuva apresentaram
boa atividade contra Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, cepas Gram-negativas de referéncia oral

e isolados clinicos em condicdes plancténicas e de biofilme.

22.5 Toxicidade por Artemia salina Leach

Nos extratos aquosos provenientes das folhas frescas de aroeira-do-sertdo nao foi
observado morte dos microcrustaceo Artemia salina no bioensaio em nenhuma das
concentrages testadas, assim como no controle (Tabela 4). Dessa forma, 0 método de extracdo

nao influenciou na toxicidade das amostras.

Tabela 4. Atividade toxica dos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertdo sobre Artemia salina.

Extratos N° de Artemia salina Concentracdes % de Artemia salina
testadas
pg/mL vivas
IFFTURB 10 10, 100, 500 e 1000 100
FFMAC 10 10, 100, 500 e 1000 100
SFFDEC 10 10, 100, 500 e 1000 100
*FFINF 10 10, 100, 500 e 1000 100
CN 10 - 100

Fonte: Proprio autor. !FFTURB (Folhas frescas por turbolizagdo); 2FFMAC (Folhas frescas por maceragio);
SFFDEC (Folhas frescas por decocgéo); “FFINF (Folhas frescas por infusdo); CN (Controle Negativo).
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Freitas et al. (2018), em seus ensaios com extrato hidroalc6olico da entrecasca da
aroeira-do-sertdo, mostraram alta taxa de mortalidade quando submetido a concentragdes
superiores a 20 pug/mL. Fator preocupante por ser a parte da planta costumeiramente usada pela
populacéo e que seu uso abusivo causa sua extincao.

Com o intuito de resolver o problema do uso constante da casca do caule, os extratos
obtidos das folhas frescas de aroeira-do-sertdo ndo se mostraram toxicos, sendo, portanto,
seguros para uso. Estudo realizado por Meyer et al. (1982) considera toxica, substancias que
apresentam valores de dose letal abaixo de 1000 pg/mL em Artemia salina.

Carvalho e Oliveira (2012) mostraram que extrato metandlico das folhas de aroeira-
do-sertdo ndo apresentaram citotoxicidade no teste in vitro de hemdlise. Mesmo utilizando
outro solvente na elaboracdo do extrato, essa pesquisa corroborou com os resultados
encontrados. Porém Cavalcante et al. (2016) demonstraram a toxicidade do extrato etandlico
das folhas de M. urundeuva nas concentragdes de 100 ¢ 1000 pg/mL, sendo este capaz de causar
a morte de mais de 70% de larvas de Artemia salina. A utilizacdo da agua nos métodos
extrativos dessa pesquisa é uma alternativa para substituir solventes que apresentam nocividade
a saude humana e ao meio ambiente, fazendo parte da quimica verde (CUNHA et al., 2015).

Embora estudos fitoquimicos demonstrem a presenca de compostos possivelmente
toxicos na aroeira-do-sertdo como terpenos, alcalGides, taninos e substancias esteroidais
(KATO e AKISUE, 2002; LIMA et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006b) o ensaio de toxicidade
in vitro desta planta ndo mostrou resultados condizentes, provavelmente porque a quantidade
desses compostos varia de acordo com 0 método de extracdo, quantidade de material vegetal e
solvente.

Em outro estudo, a CLso (Concentracdo letal que reduz 50% da populacdo avaliada)
para o extrato aquoso da casca de aroeira-do-sertdo foi de 263,10 pg/mL (SENIGALIA et al.,
2020). O autor concluiu que quando a CLsp for maior do que 1000 pg/mL, o extrato ¢
considerado atdxico, entre 500 e 1000 ug/mL apresenta baixa toxicidade, entre 100 e 500
pug/mL moderada toxicidade e menor que 100 pg/mL, alta toxicidade (AMARANTE et al.,
2011).

23. CONCLUSAO
Nos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertdo foram identificados

Galotaninos, Acido Galico, Flavondides, Derivado da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-

prolina) e Acido Quinico. Esses compostos quimicos foram responsaveis pelas atividades
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antioxidante e antimicrobiana, destacando-se os extratos obtidos por decocgdo e maceragéo.
Nenhum extrato apresentou toxicidade frente Artemia salina nas concentragdes testadas,

indicando que podem ser utilizados como fonte de compostos bioativos em substitui¢do a casca
do caule, além de evitar a extin¢ao da planta.
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24. CAPITULO YV
EFEITO DA APLICACAO DE EXTRATO DE Myracrodruon urundeuva Allemao EM
QUEIJO FRESCAL ULTRAFILTRADO: ATIVIDADE SOBRE Staphylococcus aureus
E BIOACESSIBILIDADE DE BIOATIVOS
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RESUMO

O queijo é um alimento cuja composi¢do propicia o crescimento de muitos microrganismos e a
procura por conservantes naturais para esse alimento tem crescente demanda. Nesse contexto,
0 objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacdo do extrato aquoso das folhas secas
de Myracrodruon urundeuva na atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus e
bioacessibilidade de compostos bioativos em queijo frescal ultrafiltrado. O extrato aquoso foi
obtido por maceragéo e submetido aos testes de toxicidade (Artemia salina e Zebrafish), sendo
posteriormente adicionado ao queijo (0,35; 0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL), seguido de aplicagédo de
indculo do Staphylococcus aureus. O extrato mostrou-se seguro para aplicacdo no gueijo néo
apresentando toxicidade. O efeito antibacteriano do extrato aquoso foi constatado pela
diminuicdo das contagens de S. aureus analisados a cada sete dias durante trinta dias e
confirmada por visualizagdo através da microscopia eletrénica de varredura e microscopia
confocal. A bioacessibilidade de compostos bioativos foi quantificada nos tempos inicial e final
de armazenamento. O extrato apresentou potencial para uso como antimicrobiano sobre S.
aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e light (4,2 mg/mL), obtendo
maior eficiéncia no queijo light, mostrando reducéo de 2 ciclos logaritmicos. A anélise de
microscopia indicou atuacdo do extrato sobre a membrana plasmatica de S. aureus. A adicéo
do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura proporcionou acao

antioxidante durante o armazenamento.

Palavras-chave: Antimicrobiano natural; Aroeira-do-sertdo; Contaminagdo alimentar; Matriz

alimentar; Staphylococcus aureus.
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25. INTRODUCAO

O queijo € um alimento consumido em todo o mundo. Os diferentes tipos de
producdo e tecnologias permite que as pessoas obtenham uma variedade enorme de produtos.
Devido ao seu sabor agradavel e alto valor proteico, seu consumo aumentou nos Gltimos anos,
segundo a Associacdo Brasileira das Inddstrias de Queijo, 0 consumo per capita de queijos no
Brasil € de 5,5 Kg (ABIQ, 2019). Por causa de sua composicdo e propriedades Unicas, leite e
produtos lacteos representam excelentes meio de crescimento para muitos microrganismos
deteriorantes e patogénicos (NADA et al., 2012; CLAEYS et al., 2013).

Devido ao alto manuseio durante o processo de fabricacdo, cadeia de frio
inadequada e caracteristicas intrinsecas, 0s microrganismos contaminantes podem diminuir a
vida de prateleira desse produto, além de representarem um risco para satde do consumidor
(GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017). Vérios surtos de doengas de origem alimentar
sdo associados ao consumo de laticinios, principalmente queijo (MELO, ANDREW e
FALEIRO, 2015). Entre os patogenos, Staphylococcus aureus é constantemente associado a
surtos de alimentos a partir do consumo de queijo (HASSANIEN, MAHGOUD e EL-ZAHAR,
2014).

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva relatada principalmente em queijos
produzidos sob mas condicGes de higiene, tendo em vista que essa bactéria se encontra
frequentemente associada a manipulagdo. Este patdgeno produz enterotoxina que pode colocar
em risco a saude dos consumidores (GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017). A
producdo de enterotoxinas é influenciada pela temperatura, pH, atividade de agua (Aw),
tamanho do in6culo, fonte de carbono e nitrogénio, concentracdo de sal e condicGes
atmosféricas do substrato (FRANCO e LANDGRAF, 2005). Dessa forma, a utilizacdo de
aditivos no queijo que possam controlar o crescimento de S. aureus e consequentemente a
producdo de toxinas se torna uma alternativa para garantir a seguranca microbioldgica desses
produtos.

A fim de atender as novas demandas de consumidores, a industria de alimentos e
instituicOes de pesquisas tém procurado por conservantes provenientes de fontes naturais como
alternativas aos sintéticos (GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017).

Myracrodruon urundeuva Allemé&o é considerada uma das plantas mais utilizadas
na medicina popular (DUARTE et al., 2009). As folhas e cascas do caule sdo indicadas para o
tratamento de diversas condigdes de saide (ALBUQUERQUE et al., 2007), apresentando
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efeitos antiséptico, antidiarréico, cicatrizante (DUARTE et al., 2009), além de acdo
antimicrobiana (SA et al., 2009) e anti-inflamat6ria (BANDEIRA et al., 2013).

Tendo em vista as propriedades funcionais associados aos metabolitos secundarios
extraidos de vegetais, a incorporacdo dessas substancias nos alimentos apresenta relevancia e
uma alternativa para aliar efeito antimicrobiano natural e compostos naturais com atividade
antioxidante. Os polifendis, presentes lagarmente em plantas medicinais, s&o muito utilizados
na industria e por pesquisadores com a finalidade de retardar a degradacdo oxidativa dos
lipideos nos alimentos (JAVANMARDI et al., 2003). Neste sentido, varios pesquisadores tém
utilizado o queijo como produto alimenticio para incluséo de extratos, condimentos e polifenois
puros (FAION etal., 2015; EL-DIN et al., 2010; LIBRAN et al., 2013; MARINHO et al., 2015;
SILVA et al., 2015).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacédo de
extrato de M. urundeuva na atividade contra Staphylococcus aureus e bioacessibilidade de
bioativos em queijo frescal ultrafiltrado.

26. MATERIAL E METODOS

26.1 Obtencéo e secagem de folhas de M. urundeuva

As folhas de M. urundeuva foram obtidas no Ndcleo de Ensino e Pesquisa de
Agricultura Urbana - NEPAU (3°44°16.07S;38°34°22.6”W), localizado na Universidade
Federal do Ceara nos meses de dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Logo ap06s a coleta, as
folhas foram lavadas em agua corrente e retirada o excesso de umidade com papel toalha. As
folhas foram secas em estufa a 40 °C/48 h, apresentando umidade inicial de 64% e umidade
final de 12% (AZEVEDO e MOURA, 2010). O material vegetal foi identificado por
comparacdo com exsicata do Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara
depositada com a identificagdo EAC-46088 e consulta a material especializado (LORENZI,
1998; ALMEIDA et al., 1998). O material vegetal e Staphylococcus aureus estdo cadastrados
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o numero de acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do
Ceara.

26.2 Obtencéo dos extratos
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O extrato foi elaborado com 100 g da folha seca para 1000 mL do solvente (agua),
utilizando a técnica de extracdo por maceragdo (FSMAC). Apo6s elaboragdo, procedeu-se a
filtracdo do extrato em papel de filtro e secagem em liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD
plus) obtendo o extrato seco (ZORTEA et al., 2015; BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES
etal., 2011).

26.3 Queijos

Os queijos frescais ultrafiltrados com teor normal de gordura (UC1) e light (UC2)
foram obtidos em supermercados localizados em Fortaleza (Cearéa/Brasil).

26.4 Toxicidade por Artemia salina Leach

O ensaio de letalidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com modifica¢6es. Os cistos de Artemia salina
foram colocados para eclodir em 1 L de solucéo salina (15,15 g de cloreto de sodio (NaCl);
3,13 g de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl..6H20); 3,87 g de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0O4.7H20); 9,88 g de cloreto de célcio bihidratado (CaCl..2H20); 0,41 g
de cloreto de potassio (KCI) e 0,11 g de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) a 27 °C e sob luz de
100 W por um periodo de 24 a 48 h. O pH da solucéo salina foi corrigido entre pH 8-9 com
solucdo de NaOH a 1N. Os nauplios foram coletados com uma micropipeta e transferidos para
os frascos contendo FSMAC nas concentragdes de 10, 100, 500 e 1000 pg/mL, o controle
negativo foi preparado utilizando apenas agua salina e o teste foi realizado em triplicata. Os
frascos foram colocados sob controle de luz e temperatura (27 °C) por 24 h. Passado este
periodo, os frascos foram analisados para registrar a quantidade de nduplios mortos e assim

obter o valor da CLsg.

26.5 Toxicidade in vivo usando Zebrafish (Danio rerio)

Peixes-zebra selvagens adultos de ambos o0s sexos, com idade entre 60 e 90 dias,
com tamanho (3,5 + 0,5 cm) e peso (0,4 = 0,1 g), estiveram aclimatados por 24 h em tanque de
vidro contendo agua da torneira tratada com anticloro (ProtecPlus®) e uma bomba de ar com
filtro submerso a 25 °C e pH 7,0, em ritmo circadiano (14:10 h de claro/escuro). O peixe recebeu

racao ad libitum 24 h antes do experimento. Os bioensaios realizados estdo de acordo com 0s
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Principios Eticos de Experimentagdo Animal e sendo previamente aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (# 5639090320).

No primeiro dia do experimento, os animais foram selecionados aleatoriamente e
transferidos para uma esponja Umida para tratamento com FSMAC (0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL),
controle (agua destilada estéril) e grupo sem tratamento (Naive). Foram utilizados seis peixes
para cada grupo, e as amostras (20 pL) foram administradas via oral (v.0). Apds a administracdo
da amostra, os animais foram transferidos para um becker (250 mL) contendo 150 mL da
mesma agua do tanque (MAGALHAES et al., 2017; EKAMBARAM, PERUMAL e
PAVADAI, 2017).

Apo6s 1 h da administragdo das amostras, os animais foram submetidos a Teste de
Locomocdo (Campo Aberto) para avaliar alteracdo ou ndo na coordenagcdo motora, seja por
sedacdo e/ou relaxamento muscular. Os animais foram colocados em placas de Petri de vidro
(10 x 15 cm), contendo agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e foi realizada a
contagem do numero de cruzamentos de linhas (CL). Além do grupo controle com agua
destilada, um grupo controle de peixes do aquario sem aplicacdo de nenhuma substancia
(Naive) também foi testado. Usando o valor de CL do grupo Naive como referéncia (100%),
foi calculado a porcentagem de atividade locomotora individualmente por 5 min (AHMAD e
RICHARDSON, 2013).

Para a toxicidade aguda, ao final de 96 h, contabilizou-se o0 nimero de mortes de
animais em cada grupo para calculo da CLso. Depois do experimento, os peixes foram

sacrificados com agua fria (2 a 4 °C).

26.6 Aplicagdo do FSMAC no queijo frescal ultrafiltrado

26.6.1 Microrganismo e condi¢Ges de crescimento

A cepa de S. aureus ATCC-27664 foi cultivada no Agar Trypticase Soy — TSA
(Difco, Sparks, EUA) e incubada a 35 °C/24 h em BOD (Biochemical Oxygen Demand,
Quimis/Model Q316-M26). Apds esse periodo uma col6nia isolada e uniforme foi transferida
para 5 mL de Caldo Trypticase Soy — TSB (Difco, Sparks, EUA) e incubada a 35 °C/24 h em
BOD, a fim de obter uma concentragdo bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL. A
partir dessa concentragdo, foram realizadas diluicGes seriadas (10 a 1077) para se obter uma

suspensdo bacteriana de 10° UFC/mL, utilizada na aplicagdo das amostras de queijo.
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26.6.2 Preparacao, inoculagéo e armazenamento de amostras

Previamente a inoculacdo de S. aureus, realizou-se a avaliacdo dos queijos quanto
a qualidade microbiologica (SILVA et al., 2010b; ANVISA, 2001). Essa avaliacéo foi realizada
objetivando verificar contaminagdo/esterilidade dos produtos. Foram realizadas analises de
Coliformes a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva/g, Salmonella sp/25 g e Listeria
monocytogenes/25 g.

Para inoculacdo de S. aureus, os UC1 e UC2 foram fracionados em amostras de 25
g cada e transferidos para frascos de vidro estéreis. As concentracbes de FSMAC foram
estabelecidas tomando como base a Concentragdo Bactericida Minima (CBM — 0.7 mg/mL)
para S. aureus (encontrada previamente).

Foram testadas CBM/2, CBM, 3xCBM e 6xCBM (0,35; 0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL).
FSMAC foi esterelizado em filtro (Kasvi) de 0,22um e aplicadas nas amostras de 25 g do queijo,
seguindo a homogeneizacdo manual com bastdo de vidro. Os frascos foram mantidos em
refrigeracdo (9 °C) por 24 h, visando absorcdo do extrato pela massa do queijo. Apos esse
periodo, ocorreu a aplicagdo do indculo na concentragdo de 10° UFC/mL no volume de 1% do
peso da amostra (250 pL), sendo realizada a homogeneizacdo com bastéo de vidro, repouso por
30 min para absor¢do total do in6culo e armazenadas a 9 °C até o momento da analise
(HEALTH CANADA, 2012). Todas as analises foram realizadas em condicOes assepticas,
utilizando-se cabine de fluxo laminar (Pachane Biotecnologia/PA 40 ESP).

As amostras foram preparadas para serem analisada no periodo de 1 més, divididos
em 6 tempos (TO, T1, T7, T15, T23 e T30 dias) e 6 amostras para cada tempo. As amostras
foram codificadas como C1 (Controle), C2 (Queijo+In6culo), C3 (Queijo+Indculo+Extrato —
0.35 mg/mL), C4 (Queijo+Inéculo+Extrato — 0.7 mg/mL), C5 (Queijo+Indculo+Extrato — 2.1
mg/mL) e C6 (Queijo+Inéculo+Extrato — 4.2 mg/mL), para UC1 e UC2.

26.6.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana de FSMAC em UC1 e UC2

As amostras foram analisadas nos tempos estabelecidos seguindo a metodologia de
Silva et al. (2010b). Cada frasco contendo 25 g de amostra foi colocado em 225 mL de agua
peptonada, procedendo-se a homogeneizacao e diluicdo seriada em tubos contendo 9 mL de
agua peptonada. Logo apos, ocorreu o plagueamento das diluicbes em meio Agar Baird-Parker

(Merck/Darmstadt/Alemanha) através da técnica Spread Plate. As placas foram incubadas na
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BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Model Q316-M26) a 35 °C/48 h e posteriormente

efetuou-se a contagem das coldnias.

26.7 Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Confocal

UCL1 foi fracionado para obter as amostras (C1, C2 e C4) de 25 g e colocados em
frascos de vidro estéreis. Para esta analise, a concentracdo de FSMAC utilizada referiu-se a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM — 0,7 mg/mL) para S. aureus. O preparo do indculo e
da amostra seguiu os itens 2.6.1 e 2.6.2.

Para a microscopia eletrénica de varredura, as amostras preparadas previamente
permaneceram em refrigeracdo a 9 °C/48 h, logo apds, pedacos dos queijos foram colocados
em eppendorfs e foi adicionado o fixador Karnovsky até cobertura total das amostras. As
amostras ficaram em refrigeracdo a 9 °C/48 h, sendo posteriormente realizada uma lavagem no
fixador Karnovsky seguida de trés lavagens utilizando tampéo fosfato (PBS). Em seguida
adicionou-se o segundo fixador, Tetroxido de Osmio, permanecendo em contato com a amostra
por 10 min. Foram realizadas trés lavagens com agua destilada estéril e depois iniciada a
desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool etilico (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70%). No
dia posterior finalizou-se a desidratagéo (70, 80, 90 e 100%), sendo repetida a etapa de 100%
por mais duas vezes. Prontamente as amostras foram secas no Equipamento Ponto Critico
(Critical Point Dryer/Quorum/K 850), metalizadas com ouro e analisadas no Microscopio
Eletrdnico de Varredura (Tescan STEM Vega 3).

Para a microscopia confocal, as amostras (C2 e C4) preparadas anteriormente
permaneceram em refrigeracdo a 9 °C/7 dias, logo ap6s, pedacos dos queijos foram transferidos
para eppendorfs e adicionado 10 pL do lodeto de Propidio (IP) na concentracdo de 1mM. Os
queijos foram dispostos em laminulas de vidro, onde adicionou-se uma gota de tampéao fosfato
(PBS) para fazer o esfregaco e em seguida observa-los no Microscépio Confocal (Zeiss/LM
710).

26.8 Avaliacéo de compostos bioativos de FSMAC em UC1

Para avaliagdo de compostos bioativos foi pesado 10 g do queijo em frascos estéreis
e adicionado FSMAC (5 mg/mL), procedendo-se a homogeneizagdo até completa absor¢do do
volume de aproximadamente 2 mL. As amostras foram analisadas nos TO e T30 dias. O controle

(queijo sem FSMAC) nédo foi realizado tendo em vista 0 queijo ndo apresentar em sua
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constituicdo os compostos bioativos avaliados neste estudo. Seguindo a metodologia de
Larrauri et al. (1997) foi preparado o extrato da amostra (queijo+extrato) utilizando o peso de
12 g. Adicionou-se 20 mL de etanol 50% homogeneizou-se e a mistura foi deixada em repouso
por 60 min a 22 °C. O material foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 min e logo apds filtrado
em baldo volumétrico de 50 mL. A partir do residuo da primeira extra¢ao, adicionou-se 20 mL
de acetona 70%, homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 60 min a 22 °C. Novamente 0
conteudo foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 min, filtrado e adicionado no baldo, sendo
completado o volume total do baldo com agua destilada, obtendo-se uma concentracéo final de
240 mg/mL.

26.8.1 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS.*

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS conforme descrito por
Rufino et al. (2007a). Para essa analise, testou-se o extrato obtido em 2.8 nas concentracGes de
24 mg/mL, 48 mg/mL e 108 mg/mL utilizando o volume de 30 pL. Todas as analises foram
realizadas em trés experimentos independentes, cada um em triplicata. O alcool etilico foi
utilizado como branco (leitura 734 nm) em espectrofotometro (Shimadzu/Modelo UV-1800) e
a quantificacdo de antioxidante total das amostras foi realizada por meio de curva padrdo
preparada com Trolox, sendo os resultados expressos como equivalentes de uM Trolox/g de

extrato.

26.8.2 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPHe

A atividade antioxidante foi medida segundo o método DPPH conforme descrito
por Rufino et al. (2007b). O extrato foi obtido conforme descrito no item 2.8, nas concentracfes
de 24 mg/mL, 48 mg/mL e 108 mg/mL sendo utilizado o volume de 0,1 mL. O alcool etilico
foi utilizado como branco (leitura 515 nm) em espectrofotémetro (Shimadzu/Modelo UV-1800)
e todas as analises foram realizadas em trés experimentos independentes, cada um em triplicata.

Os resultados foram expressos pelo valor CEso (Concentracdo Efetiva 50%).

26.8.3 Determinacao de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos foram quantificados através do método proposto por

Larrauri et al. (1997). O extrato foi obtido conforme item 2.8, sendo utilizado 100 pL nas
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concentragfes 24 mg/mL (TO) e 36 mg/mL (T30). As leituras foram realizadas apds 30 min
utilizando espectrofotdmetro (Shimadzu/Modelo UV- 1800) a 700 nm. As analises foram
realizadas em triplicada e a quantificacdo de compostos fenodlicos totais das amostras foi
realizada por meio de curva padrao preparada com acido galico, sendo o resultado expresso em

mg EAG/g de extrato.

26.8.4 Quantificacdo de taninos

Os teores de taninos foram quantificados segundo método descrito por 1AL (2008).
O extrato foi obtido conforme descrito no item 2.8, sendo utilizado 150 uL nas concentragdes
de 24 mg/mL (TO) e 36 mg/mL (T30). A leitura foi realizada a 760 nm em espectrofotémetro
(Shimadzu/ Modelo UV- 1800). A partir das absorbancias obtidas, foi construida uma curva
padrdo preparada com &cido tanico, utilizada posteriormente para o céalculo dos teores de
taninos totais, expressos em mg de EAT/g de extrato.

26.8.5 Quantificacao de flavondides totais

A determinacgdo dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo o método
descrito por Woisky e Salatino (1998), utilizando-se 0,5 mL do extrato obtido no item 2.8. Os
experimentos foram feitos em triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Shimadzu Modelo UV- 1800) a 425 nm. O contetdo de flavonoides totais foi determinado
usando a curva padrdo preparada com quercetina, sendo os resultados expressos em mg de EQ/g
de extrato.

26.9 Bioacessibilidade

Para os ensaios de bioacessibilidade foi pesado em frascos estéreis 20 g de UC1, e
adicionado o extrato FSMAC (10 mg/mL), procedendo-se a homogeneizacdo até completa
absorcdo do volume de aproximadamente 4 mL. As amostras foram analisadas nos TO e T30
dias.

Os ensaios de bioacessibilidade foram realizados seguindo o protocolo adaptado de
Holanda et al. (2020) que descreve a simulagdo da digestao gastrointestinal in vitro, atraves das
fases gastrica e intestinal. O método descreve a digestdo de 24 g de extrato (queijo+extrato)

misturado com a enzima pepsina em banho-maria com agitacdo a 37 °C por 2 h. Apos esse
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periodo, uma segunda digestdo com pancreatina-bile com pH intestinal (pH 7,5) foi realizada
utilizando uma membrana de dialise contendo um sistema de base para aumentar
gradativamente o pH e permitir a difusdo dos analitos de interesse. Foi determinado a
quantidade de compostos fendlicos, taninos, flavonoides e antioxidantes potencialmente
disponiveis para absor¢do posterior. Para monitorar a liberagdo de compostos bioativos dos
extratos, foram analisadas as aliquotas referentes a fase gastrica e a fase intestinal (dialisada e

ndo dialisada), a fim de quantificar esses compostos bioacessiveis.

26.9.1 Indices de Bioacessibilidade

A bioacessibilidade dos compostos bioativos foi expressa como uma porcentagem

do valor alcancado para o dialisado em relacdo a quantidade inicial presente no extrato:

Bioacessibilidade (%) = [D/I]* 100
Onde:
D= contetdo de composto dialisado

I= contetdo do composto inicial no extrato

26.10 Andlise Estatistica

Os resultados das andlises de fendlicos totais, taninos, flavonoides e antioxidantes
foram expressos em média + desvio padrdo. Todas as analises foram realizadas com auxilio do
software Statistica 10, para calculo da analise de variancia (ANOVA) e aplicacao do teste de
Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Para os dados estatisticos do
zebrafish foi utilizado software GraphPad Prism v. 8.0, para calculo da 2way ANOVA, nivel
de significancia de 5% (p<0,05) e para Artemia salina foi estimado a CLsgy% dos nadplios,

através da analise Probit no software Statistica 10, nivel de significancia de 5% (p<0,05).

27. RESULTADOS E DISCUSSAO

27.1 Toxicidade

Buscando extratos bioativos e atoxicos, diversos laboratérios de pesquisa de

produtos naturais tém empregado o uso de animais de laboratorio em testes toxicoldgicos
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(HUNG et al., 2012; MAGALHAES et al., 2018). Dentre deles, podemos citar os testes in vitro
em Artemia salina Leach (invertebrado) (MEYER et al., 1982), assim como 0 peixe-zebra
adulto (Danio rerio), um vertebrado usado em testes in vivo (EKAMBARAM, PERUMAL e
PAVADAI, 2017).

FSMAC nédo mostrou toxicidade frente Artemia salina nas concentragdes testadas
(10, 100, 500 e 1000 pg/mL) ndo havendo morte de nduplios durante as 24 h de anélise,
enguanto os estudos realizados por Cavalcante et al. (2016) constataram que o extrato etandlico
da aroeira-do-sertdo se mostrou toxico com CLso de 100 pg/mL. Ressalta-se a importancia da
utilizacéo da 4gua como solvente na extracdo dos compostos bioativos da folha de aroeira-do-
sertdo, tendo em vista ndo apresentar toxicidade, ndo ser prejudicial ao meio ambiente e estar
amplamente disponivel.

Senigalia et al. (2020) verificaram que o extrato aquoso obtido por maceracao das
cascas da aroeira-do-sertdo mostrou toxicidade havendo mortalidade da Artemia salina (CLso
de 263,10 pg/mL). De acordo com Nguta et al. (2011), quanto menor for a CLso mais toxica
serdo 0s extratos organicos e aquosos.

O teste de campo aberto € comumente utilizado para avaliar efeitos ansiogénicos,
ansioliticos, sedativos ou estimulantes em animais submetidos a varios agentes toxicos
(JOHNSON e HAMILTON, 2017), sendo um dos parametros de analise usados para avaliar a
acao de drogas que podem agir sobre o sistema nervoso central do zebrafish e causar ou néo
deficiéncia locomotora (TAYLOR et al., 2017). FSMAC ndo apresentou nenhum efeito
sedativo ou alterou o sistema locomotor, verificou-se que 0s animais apresentaram atividade
locomotora semelhante entre 0s grupos amostrais, bem como em relagdo aos controles (Figura
1).

Figura 1 - Atividade locomotora do zebrafish adulto (Danio rerio) em Teste de Campo Aberto de FSMAC
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Fonte: Prdprio autor. Naive — animais ndo tratados; v.0. — administracdo via oral do extrato FSMAC; Control —
agua destilada estéril; Os valores representam a média + erro padrdo da média para seis animais/grupo; ANOVA
seguido pelo teste de Tukey; Os nimeros acima de cada coluna indicam a porcentagem de atividade locomotora.

Para o teste de toxicidade aguda, FSMAC nas concentragdes (0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL)

mostrou-se seguro, pois nao causou mortalidade dos animais em até 96 h de analise.

27.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana de FSMAC em UC1 e UC2

Inicialmente, os queijos frescais ultrafiltrados com teor normal de gordura (UC1) e
light (UC2) foram submetidos as analises microbiologicas de Coliformes a 45 °C,
Staphylococcus coagulase positiva/g, Salmonella sp/25 g e Listeria monocytogenes/25 g. As
amostras se mantiveram dentro dos padrdes da Resolugdo RDC n° 12/2001 (ANVISA, 2001),
pois ndo foi detectado nenhum tipo de contaminacéo, mostrando que o processo de ultrafiltracéo
e as condicdes de envasamento foram eficientes. Os testes foram realizados em outros queijos
comerciais e foi observado um alto indice de contaminacdo tornando-se invidvel a utilizacdo
dos produtos.

A maioria dos estudos disponiveis envolvendo atividade antimicrobiana considerou
o efeito bactericida para aplicacdo do extrato em alimentos, sendo este entdo selecionado como
parametro para estabelecer as diferentes concentracbes testadas (CBM/2; CBM; 3xCBM;
6xCBM).

UC1 adicionado de diferentes concentragdes de FSMAC, apresentou no tempo
inicial e apds 1° dia, contagens iguais de S. aureus, assim como a amostra C2. No decorrer do
experimento, as amotras que continham FSMAC inibiram o crescimento da bactéria até o 15°
dia. No 23° e 30° apenas a maior concentracdo de FSMAC (C6) reduziu 1 ciclo logaritmico as
contagens de S. aureus. Constatou-se através da amostra controle inocuidade do material

utilizado, mesmo apos realizar seu fracionamento (Figura 2).
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Figura 2 - Comportamento de S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura incubado a 9
°C por 30 dias com extrato aquoso de aroeira-do-sertao.
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Fonte: Proprio autor.

UC2 adicionado de diferentes concentracdes de FSMAC, apresentou no tempo
inicial e apds 1° dia, contagens iguais de S. aureus, assim como a amostra C2. No decorrer do
experimento, as amotras que continham FSMAC inibiram o crescimento da bactéria até o 23°
dia, com excecdo da amostra de menor concentracdo (C3). Ao término do experimento, as
amostras (C5 e C6) reduziram as contagens de S. aureus em 1 e 2 ciclos logaritmicos
respectivamente. Constatou-se através da amostra controle inocuidade do material utilizado,

mesmo apos realizar seu fracionamento (Figura 3).

Figura 3 - Comportamento de S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado light incubado a 9 °C por 30 dias com
extrato de aroeira-do-sertéo.
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Fonte: Proprio autor.

A diferenca de atividade antimicrobiana de FSMAC nos queijos testados pode ser
atribuido a par@metros intrinsecos, como atividade de agua, gordura e proteina. De forma geral,
a atividade de agua elevada aumenta a acdo antimicrobiana porque facilita o transporte de

agentes antibacterianos para o local alvo na célula. Caso o produto possua pouca agua a
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recuperacdo de células danificadas por antimicrobianos naturais ocorrera de forma mais rapida
(SMITH-PALMER, STEWART e FYFE, 2004). Souza et al. (2017) em seus estudos com
queijo minas frescal, constataram que as amostras apresentaram atividade de 4gua de 0,96.

Através dos testes foi possivel comprovar a eficiéncia de FSMAC em controlar o
S. aureus em amostras de UC1 e UC2, obetendo maior eficiéncia no UC2, tendo em vista que
a gordura influi consideravelmente na sobrevivéncia da bactéria conforme observado nos
resultados. Outros autores sugeriram que a gordura nos alimentos pode formar um camada
protetora em torno das células bacterianas, protegendo-as de agentes antimicrobianos
(MEJLHOLM e DALGAARD, 2002). Quanto mais disponibilidade de nutrientes no queijo
mais rapida a reparacdo de células bacterianas danificadas (BURT, 2004; NAZER et al., 2005),
conforme foi observado no UC1, as contagens de S. aureus aumentaram mais rapidamente que
ucz.

Proteinas e gorduras se ligam e/ou dissolvem compostos ativos reduzindo sua
disponibilidade para atividade antimicrobiana. As proteinas podem formar complexos com
constituintes fenolicos presentes no extrato, tornando esses compostos indisponiveis para atacar
as células bacterianas (BURT, 2004).

No que diz respeito a influéncia do teor de gordura na atividade antimicrobiana,
Cava et al. (2007) demonstraram em suas pesquisas com Oleo essencial de cravo e canela
adicionado em leite integral, semidesnatado e desnatado, que o efeito antimicrobiano dos
compostos naturais diminuiu com o aumento do teor de gordura do leite. Gutierrez, Barry-Ryan
e Bourke (2008) avaliaram a interferéncia dos lipidios na eficacia da atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de orégano e tomilho, relataram que adicdo de altas concentragdes de lipidios
reduziu a atividade inibitéria contra L. monocytogenes. Corroborando com os resultados
encontrados na presente pesquisa.

A estrutura fisica do alimento também pode prejudicar a dispersdo uniforme do
extrato no sistema, tornando dificil o contato com células microbianas em algumas areas
especificas (GUTIERREZ, BARRY-RYAN e BOURKE, 2008, 2009). Durante o preparo das
amostras foi realizado a homogeneizagéo tanto do extrato aplicado como do inéculo com intuito
de absorcdo completa pela massa do queijo. Sugerem-se testes de aplicacdo de FSMAC
diretamente na massa dos queijos durante sua producéo garantido uma melhor uniformidade e
absorcéo do extrato.

Devido a composicado do queijo, as concentragdes de extratos a serem adicionados
para alcancar uma determinada inibi¢cdo microbioldgica deve possivelmente ser maior que 0s

testes in vitro (MORO et al., 2015). A concentracdo de extratos de plantas a serem determinados
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para incorporacdo no queijo deve suprir as possiveis perdas durante a producdo, além da
interacdo com alimentos, a fim de fornecer inibicdo microbioldgica adequada (HASSANIEN,
MAHGOUD e EL-ZAHAN, 2014; MORO et al., 2015). Concordando com os autores foi
possivel verificar que as concentracfes mais efetivas apos término dos experimentos realmente
foram maiores do que a concentracdo bactericida minima encontrada nos testes in vitro,
concluindo que a matriz alimentar interfere na agéo antimicrobiana do extrato aplicado.

Outros fatores, como embalagem, temperatura de armazenamento, concentragéo do
indculo e tipo de microrganismo pode interferir na eficiéncia antimicrobiana natural (BURT,
2004). Um fator importante que foi controlado durante os trinta dias de analise foi a temperatura
(9 °C) de armazenamento das amostras, pois variagdes nesse parametro poderia ocasionar um
aumento do numero viavel de bactérias. Bahk, Yousef e Marth (1990) e Beuchat et al. (1994)
também relataram que baixas temperaturas aumentaram a atividade inibitoria de extratos
vegetais.

Shan et al. (2011) relataram que a concentracéo inibitoria minima do 6leo essencial
de roma contra S. aureus (10° UFC/mL), foi 2,5 mg/mL no meio de cultura, enquanto a
concentracdo de 40 mg/mL em queijo cheddar ndo conseguiu inibir a mesma populacdo dessa
bactéria. Resultados semelhantes foram obtidos por Hassanien, Mahgoud e El-Zahan. (2014)
onde a concentracdo de 0,1% de bleo essencial de cominho preto resultaram na reducdo do
crescimento de S. aureus em meio de cultura enquanto em queijos, tal concentragdo néo foi
eficaz.

O mecanismo de acdo de FSMAC foi baseado nos danos causados ha membrana
celular conforme ficou comprovado através da microscopia confocal (item 3.3). Estudos
indicam que diferentes grupos quimicos sdo capazes de agir em mais de um alvo na célula, tais
como, na permeabilizacdo ou ruptura da membrana citoplasmatica, permitindo a passagem de
compostos inespecificos ou liberacdo de conteldo citoplasmatico, respectivamente (GILL e
HOLLEY, 2006; ZHANG et al., 2016). Zhang et al. (2016) observaram vazamento do contetido
citoplasmatico de S. aureus apds o aumento da concentracdo de 6leo essencial de canela.

Yuste e Fung (2002) em seus experimentos com suco de maga observaram redugéo
da contagem total da bactéria Gram-positiva Listeria monocytogenes em relagdo ao controle,
com adicdo de canela em pd ao suco nas concentracdes de 0,1, 0,2 e 0,3% peso/volume. No
entanto os autores tiveram que regular o pH da amostra para favorecer o crescimento do
microrganismo descaracterizando o produto conforme é vendido comercialmente.

Carvalho et al. (2015) pesquisaram a adigdo S. aureus e 6leo essencial de Thymus

vulgaris L. em um caldo a base de queijo e um queijo coalho semi-sélido. Como resultado 0s
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autores obtiveram inibi¢do da bactéria no caldo a base queijo e no queijo coalho semi-sélido
nas concentracGes a partir de 2,5 pL/mL obtendo reducdo de 0,9 e 1 ciclo logaritmico
respectivamente.

Os ensaios mostraram que as concentracbes de FSMAC utilizadas foram
consideradas baixas e efetivas para controlar o S. aureus na matriz alimentar, indicando grande
potencial de uso como antimicrobiano para aumentar a seguranca durante a vida de prateleira

do produto.

27.3 Microscopia Eletrénica de Varredura e Microscopia Confocal em UC1

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura evidenciaram varios
componentes estruturais do queijo, matriz proteica contendo glébulos de gordura intercalada
com &reas escuras. Essas areas correspondem a bolsas de ar ou a fase aquosa que evaporou
durante a preparacdo das amostras (Figura 4) conforme descrito por Ong et al. (2012). Segundo
Han et al. (2011), queijos com polifendis podem induzir a estruturas intercaladas e heterogéneas
devido as interacdes dos polifendis com a gordura e proteinas.

Devido o queijo ser obtido pelo processo de ultrafiltracdo, ndo foi visualizado
nenhuma bactéria latica nas amostras (CARVALHO, VIOTTO e KUAYE, 2007). E possivel
diferenciar a amostra controle (C1) da amostra contendo o S. aureus (C2) (Figura 4). A matriz
alimentar tem em sua composi¢éo diversos nutrientes, principalmente proteinas e gorduras, ndo
sendo possivel visualizar o dano celular ocasionado na bactéria por FSMAC na amostra (C4)

em que o extrato foi aplicado.

Figura 4 - Microscopia eletrdnica de varredura do queijo frescal ultrafiltrado com S. aureus e extrato aquoso das
folhas de Myracrodruon urundeuva.

gy y S Re. 25
Fonte: Préprio autor. Queijo (a); Queijo+bactéria (b); Queijo+bactéria+extrato (c); Matriz proteica contendo
glébulos de gordura intercalada com areas escuras (destaque em vermelho);
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Como citado anteriormente no item 3.2, houve uma reducdo logaritmica na amostra
que recebeu o0 extrato, entdo no intuito de diferenciar as amostras (C2 e C4) foi realizado a
microscopia confocal. Ensaios realizados mostraram que parte das células apresentaram
coloracdo com iodeto de propidio, molécula que se intercala em qualquer DNA, desde que a
membrana celular esteja permeavel. O iodeto de propidio é de elevado peso molecular, bem
como ndo marcam células apoptdticas sem que estas apresentem alteracGes na permeabilidade
da membrana plasmaética, como ocorre nos estagios finais da apoptose. Desse modo, permite a
discriminacdo de células intactas com as que apresentam permeabilidade na membrana
(TROMBETTA et al., 2005).

Tanto na amostra (C2) como na (C4) houve a presenca da coloracdo vermelha
(Figura 5), ou seja, presenca de células inviaveis, porém com maior percentual na amostra que
o0 extrato foi adicionado, refletindo no potencial antimicrobiano de FSMAC, que reduziu a
contagem da bactéria conforme visto no item 3.2. Bampi (2014) observou que houve morte
celular no controle de S. aureus por citometria de fluxo, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo.

Os produtos com atividade antimicrobiana que atuam inibindo a sintese da parede
celular, geralmente, estdo relacionados com a inibicdo da sintese de peptidoglicano em algum
dos seus niveis, esta é a camada essencial para a sobrevivéncia das bactérias (BRUNTON,
CHABNER e KNOLLMANN, 2011; TORTORA, FUNKE e CASE, 2015). Assim uma
desestabilizacdo promove o aumento da permeabilidade e liberacdo dos componentes celulares,
levando a morte celular bacteriana (KAYE et al., 2016; MENDES e BURDMANN, 2009;
GIRARDELLO e GALES, 2012).

Figura 5 - Avaliacdo de permeabilidade de membrana celular por microscopia confocal de S. aureus com extrato
aquoso das folhas secas de Myracrodruon urundeuva em amostra de queijo frescal ultrafiltrado.

Fonte: Proprio autor. Queijo+bactéria+extrato (a); Queijo+bactéria (b)
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27.4 Bioacessibilidade de compostos bioativos de FSMAC em UC1

Tanto os compostos fendlicos quanto os taninos tiveram um aumento na fase
gastrica (Tabela 1), sugerindo uma liberacao desses compostos e logo apos reducdo dos valores
mostrando que foram parcialmente degradados na fase final da digestédo quando expostos a pH
elevado (6-8) (SONG et al., 2015), corroborando com os resultados de Helal et al. (2015) que
obteveram liberacdo de polifendis apos a simulacao gastrica, resultando em 69% (acido tanico)
e 90% (acido galico) em relacdo aos compostos iniciais.

Em anélise com FSMAC foi identificado através da ressonancia magnética nuclear
0 &cido gélico e taninos (encontrada anteriormente). Helal et al. (2015) demonstraram que a
retencdo de polifendis adicionados em queijo pode variar em funcgéo da hidrofilicidade, o &cido
galico é mais hidrofilico enquanto o acido tanico apresentou maior coeficiente de retencéo.
Fator que contribuiu para os resultados apresentados no presente trabalho, pois, o percentual

bioacessivel para taninos foi maior nos dois tempos em relagcdo aos compostos fendlicos.

Tabela 1. Bioacessibilidade de compostos bioativos presentes no extrato de aroeira-do-sertdo aplicado no queijo
frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura.

Indice de Bioacessibilidade TO

Amostra CF ABTS CEso% Taninos Flavondides
(mg EAG/100g) | (g Trolox/g) (mg/L) (mg/100g) (mg EQ/100g)
Extrato 39,19+4,52 11,61+0,402 127,92+0,61° 105,94+16,422 22,80+2,02°
Fase Gastrica 155,22+5,57° 49,84+2 91° 101,38+1,00? 901,70+27,91° 13,49+0,092
Fase Intestinal (ndo dialisado) 93,42+7 55 40,19+2,82° 95,26+3,632 457,69+35,172 22,84+1 452
Fase Intestinal (dialisado) 26,90+1,272 4,41+0,002 578,90+2,51° 189,41+14,212 15,47+0,322
indice de Bioacessibilidade % 68,64 38,01 452,54 178,79 67,86
Indice de Bioacessibilidade T30

Extrato 45,04+1,412 11,170,822 116,97+1,402 619,83+54,89°P 16,28+0,142
Fase Gastrica 90,13+2,932 4,52+0,10? 855,62+23,50°  756,13+59,372 14,96+0,37°
Fase Intestinal (ndo dialisado) 66,42+1,612 5,51+0,092 196,93+12,00° 784,95+33,38P 35,53+0,65°
Fase Intestinal (dialisado) 28,54+0,572 8,05+0,13° 369,08+9,43? 591,61+35,76° 16,81+1,35%
indice de Bioacessibilidade % 63,37 72,07 315,53 95,45 103,26

Fonte: Proprio autor. Mesma letra indica que nao houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras em cada
andlise; Letras diferentes houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras em cada andlise.

Estudos relatam alta estabilidade de polifen6is em ambiente gastrico (LAMOTHE
etal., 2014; XIE et al., 2013). Tenore at al. (2015) relataram que a epigalocatequina e galato de
epigalocatequina foram mais sensiveis a degradacdo, com perdas de mais de 80% apos
simulacdo gastrointestinal in vitro da infusdo do cha verde. Com base nisso é possivel concluir
gue as perdas também vdo depender de quais compostos fendlicos o extrato da planta é
composto. Lamothe et al. (2016) concluiram com seus estudos que a aplicacdo de compostos
fenolicos isolados em uma matriz de proteina solida (queijo) resultou em um aumento na

bioacessibilidade em comparagdo com a aplicagdo do extrato.
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Apos simulacdo gastrointestinal foi possivel obter 68,64% e 63,37% de compostos
fendlicos, corroborando com a pesquisa de Helal et al. (2015) que recuperaram 70% de
catequinas ap6s simulacdo gastropancreatica de queijo enriquecido de polifendis. O percentual
bioacessivel dos compostos fendlicos apos trinta dias de analise diminuiu levemente, isso pode
ser atribuido a transformacdo dos compostos fenolicos que séo instaveis e sofre numerosas
reagdes enzimaticas e quimicas durante o armazenamento de alimentos conforme declarado por
Poncet-Legrand et al. (2006). EI-Din et al. (2010) também obteveram reducdo dos compostos
fenolicos apos trinta dias de analise do queijo adicionado de extrato de alecrim em todas as
concentracgdes testadas.

Os produtos de queijo formulados com alguns compostos fendlicos melhoraram a
propriedade antioxidante e uma alta taxa de recuperacdo de compostos polifendlicos em queijos
foi observada (HAN et al., 2011). Os polifendis também podem formar complexos com
minerais derivados do leite (célcio e magnésio) e melhorar sua bioacessibilidade (MOSER et
al., 2014).

O percentual bioacessivel para flavondides no tempo inicial ficou préoximo ao
encontrado para fenolicos e no tempo final o valor ficou bem superior (67,86 e 103,26%
respectivamente). Compostos fendlicos e flavonoides sdo considerados classes secundarias de
metabdlitos responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas de extratos vegetais,
destacando-se o antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatério (MAGALHAES et al., 2018;
ASHAFA, OREKOYA e YAKUBU, 2012). Suhaj et al. (2006) relataram que os flavondides
encontrados em plantas apresenta atividade antioxidante.

Compostos fendlicos podem se associar a componentes alimentares, como
proteinas, causando agregacdo e precipitacdo significativas, e em Ultima anélise, quantidade
e/ou perda funcional dos polifendis (BARTOLOME, ESTRELLA e HERNANDEZ, 2000;
XIAO et al., 2011).

A presenca de compostos fendlicos favoreceu a atividade antioxidante encontrada
através das metodologias ABTS e DPPH, podendo ser observado que a capacidade antioxidante
se estendeu durante os trinta dias de andlise deixando inclusive o produto com maior valor
nutritivo. A incubacdo de polifendis com proteinas do leite mostrou melhorar a estabilidade
contra a degradacdo oxidativa durante a digestdo in vitro, resultando em atividade antioxidante
aumentada (LAMOTHE et al., 2014; XIE et al., 2013; TAGLIAZUCCHI et al., 2012).

Na avaliacdo da capacidade antioxidante pelas metodologias ABTS e DPPH,
constataram-se resultados coerentes com relagdo ao percentual bioacessivel, pois, no tempo

inicial os indices mostraram 38,01% e 452,54% e ap0s trinta dias de armazenamento houve um
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aumento na atividade antioxidante chegando a 72,07% e 315,53% respectivamente. Levando
em consideracdo que os resultados dessas metodologias sdo inversamente proporcionais,
enquanto ABTS da um valor elevado, o DPPH deve da baixo para mostrar que a atividade
antioxidante foi positiva. Carocho et al. (2017) avaliaram a atividade antioxidante de extratos e
plantas desidratadas aplicadas em queijo e observaram que houve diferenca nos resultados, pois
foi utilizadas trés metodologias (poder redutor, f-caroteno e &cido tiobarbiturico).

O percentual bioacessivel da atividade antioxidade quase que dobrou ap6s 30 dias
de analise em relagcdo ao tempo inicial, Giroux et al. (2013) também obteveram aumento da
atividade antioxidade apds 29 dias de armazenamento do queijo cheddar adicionado do extrato
de cha verde.

28. CONCLUSAO

O extrato aquoso da aroeira-do-sertdo mostrou-se seguro para aplicagcdo no queijo
ndo apresentando toxicidade nas concentracdes utilizadas e apresentou potencial para uso como
antimicrobiano sobre S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e
light em baixas concentragdes. Imagens de microscopia confirmaram a acdo do extrato sobre a
bactéria inoculada no queijo, mostrando que o extrato age na membrana plasmatica. A adicdo
do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura proporcionou acgao

antioxidante durante o armazenamento.

29. CONSIDERACOES FINAIS

Os oito extratos avaliados nesta pesquisa apresentaram importantes atividades
bioldgicas, se destacando os extratos das folhas secas obtidas por maceracao e decoccgdo. As
fracOes obtidas do extrato aquoso das folhas frescas por decoc¢do mostraram consideravel
atividade antimicrobiana sobre L. monocytogenes e S. aureus.

Os extratos das folhas secas e frescas apresentaram em sua COMpOSIGAO0
galotaninos, acido galico, flavondides, derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina)
e 4cido quinico, dentre outros compostos, mostrando atividade antimicrobiana sobre todas as
bactérias estudadas e potencial antioxidante.

As micrografias mostraram os danos estruturais ocasionado pelos extratos aquosos
das folhas secas obtidos por maceracdo e decoccdo, tais como, rugosidade, perda de parede

celular, extravasamento celular e mudanca para L-forma.
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Ap6s simulacdo gastrointestinal in vitro foram quantificados quantidades
significativas de compostos fendlicos, taninos, flavondides e atividade antioxidante, indicando
que os extratos aquosos das folhas secas obtidos por maceracgéo e decocc¢ao podem ser utilizados
como fonte de compostos bioativos pela industria de alimentos.

Nenhum dos extratos testados apresentaram toxicidade frente Artemia salina e
Zebrafish. O extrato aquoso das folhas secas obtidos por maceragéo apresentou potencial para
uso como antimicrobiano sobre S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de
gordura e light em baixas concentracfes, as microscopias mostraram que o extrato age na
membrana plasmatica. A adicdo do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de

gordura proporcionou ag¢ao antioxidante durante o armazenamento.
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