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E graca divina comegar bem.

Graca maior € persistir na caminhada certa, manter o ritmo!
Mas a graca das gragas € ndo desistir nunca,

Podendo ou ndo, caindo,

Embora aos pedacos, chegar até o fim!
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1 INTRODUCAO

A deterioracdo de alimentos por agcdo microbiana é um fator de grande importancia
nas industrias alimenticias, pois acarreta prejuizos econémicos, além de colocar em risco
a saude dos consumidores pela grande capacidade de adaptacéo e resisténcia que 0s
micro-organismos vém adquirindo ao longo dos anos (FAI, 2008; CARVALHO et al.,
2009).

O surgimento de cepas resistentes vem aumentando a preocupa¢do com a saude
publica, fato que esta relacionado com uso abusivo de antibidticos no tratamento de
pessoas e animais (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

O estudo de agentes antimicrobianos possui grande abrangéncia, sendo ponto
crucial em varios setores e a busca por compostos em 0Oleos essenciais e extratos de
plantas como uma abordagem alternativa vem se intensificando e ganhando destaque
(PARK et al., 2011; RADJI, et al., 2013).

Extratos naturais vém sendo utilizados para aumentar a vida de prateleira e
melhorar as caracteristicas dos alimentos. Esses extratos e/ou seus principios ativos
possuem atividade antibacteriana demonstrada em estudos laboratoriais (ALVES et al.,
2008; YOSSA et al., 2010; IVANOVIC et al., 2012).

A biodiversidade brasileira € uma das mais ricas do planeta, contendo muitas
plantas com propriedades antimicrobianas, necessitando, no entanto, de real comprovagao
da eficécia de seus compostos bioativos (CALIXTO, 2005; MELO, 2009).

Neste contexto, a regido amazonica se destaca por sua grande biodiversidade,
possuindo matrizes vegetais que sdo utilizadas pelas comunidades nativas nas mais
variadas formas, como chés, infusdes, banhos, ou misturas das partes desses vegetais, no
tratamento de variadas infec¢des, no entanto, poucas espécies foram estudadas e descritas
em publicacdes cientificas (BRAZ-FILHO, 1999; RODRIGUES et al., 2014).

O estudo destas plantas amazonicas e de seus compostos bioativos pode favorecer
a descoberta de novos compostos antimicrobianos, auxiliando assim no crescimento
tecnoldgico da regido (CAVALCANTE, 2011).

As atividades biologicas, tais como atividade antimicrobiana, antiflngica,
antiprotozoarias, antivirais e antioxidantes, estdo diretamente relacionadas com a
producdo dos metabdlitos secundarios, que se apresentam como uma fonte promissora
para a descoberta de novas moléculas Gteis ao homem. Os principais metabolitos

secundarios em matrizes vegetais que estdo correlacionados com a atividade
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antimicrobiana sdo os compostos fendlicos, terpenoides e alcaloides (HAIDA et al.,
2007).

A identificagdo e isolamento das substancias desejadas sdo de extrema
importancia, principalmente pela busca de novas moléculas que sejam uteis no
desenvolvimento de antimicrobianos.

Embora as matrizes vegetais sejam complexas, varias técnicas vém sendo
utilizadas, tais como o uso de espectrofotometria, ultrassom, cromatografia, entre outras.
Neste sentido, torna-se indispensavel a verificacdo da poténcia das fracOes e das
substancias puras em relacdo a sua concentragdo. Esta avaliacdo permite predizer se o
principal componente quimico responsavel pela atividade bioldgica foi realmente
determinado (MARCO et al., 2008).

Pesquisas tém mostrado o potencial dos compostos em relagdo a capacidade
antimicrobiana nas folhas de Bysonima crassifolia (CAVALCANTE 2011; OKOBA,
2016) e Inga edulis (PERAZA-SANCHEZ, 2007; CAVALCANTE 2011; OKOBA,
2016), entretanto sdo necessarios estudos mais aprofundados para a identificacdo e
isolamento desses componentes, utilizando técnicas que permitam obter resultados de

forma eficiente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Determinar os principais compostos responsaveis pela capacidade antimicrobiana

de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e ingazeiro (Inga edulis).
2.2 Especificos

- Avaliar o teor de Fendlicos Totais presentes nas folhas de Byrsonima crassifolia

e Inga edulis;

— Auvaliar o potencial antimicrobiano do extrato bruto e das fracdes (acetato,
metanolica e metanol:agua) frente as bactérias Gram negativas (Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli) e bactérias Gram positivas (Staphylococcus

aureus e Enterococcus faecalis,) através do método de disco-difusdo;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos brutos e das fracGes
(acetato, metandlica e metanol:agua) que obtiverem resultados satisfatérios no

teste de disco-difusdo;

- Fracionar os extratos brutos e fracfes por Extracdo em Fase Sélida (SPE) e
reavaliar o potencial antimicrobiano dos extratos bruto e fracdes obtidas pelo

método de disco-difusio;

- ldentificar os principais compostos fenolicos responsaveis pela capacidade

antimicrobiana através de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

- Quantificar os principais compostos fendlicos responsaveis pela capacidade
antimicrobiana através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MATRIZES AMAZONICAS

A floresta amazénica é a mais extensa floresta equatorial do mundo e a maior
reserva de biodiversidade tanto de espécies animais como de espécies vegetais, com
inimero potencial a ser estudado e explorado (RODRIGUES et al., 2014).

Na regido amazonica, os habitantes reproduzem ha vérias geracbes 0s mesmos
métodos de produgdo e habitos alimentares, além de fazer a utilizagdo de diversas plantas
medicinais. Esses vegetais amazonicos sao utilizados na forma de ché, infus@es e tintura
pela populacéo local no tratamento dos mais variados tipos de afec¢des, no entanto, nao
ha evidéncias cientificas concretas da eficacia desses vegetais (BRAZ-FILHO, 1999;
SILVA et al., 2007).

A exploracdo racional do potencial das matrizes vegetais amazénicas pode
proporcionar as mais variadas aplicacbes na producdo de novos medicamentos, como
substitutos de antibioticos com o objetivo de reduzir a resisténcia microbiana ou como
aditivos em formulagdes alimenticias, cosméticas ou sanitizantes (HARVEY, 1999;
AHMAD; BEG, 2001).

Portanto, a comercializacdo de extratos vegetais ricos em substancias com
potencial antimicrobiano deve ser vista como estratégia de desenvolvimento para a
regido. Contudo, a aplicacdo destes extratos vegetais deve ser precedida de estudos que
avaliem fatores como: identificacdo, isolamento, toxicidade e a eficacia do principio
ativo, formas de aplicac6es e a producdo a nivel industrial (BRAZ-FILHO, 1999; SILVA
et al., 2002).

3.1.1 Byrsonima crassifolia

Malpighiaceae € uma familia predominantemente tropical com cerca de 65
géneros e cerca de 1.250 espécies das quais aproximadamente 85% sdo neotropicais que
se distribuem em florestas tropicais, subtropicais e savanas do Velho e Novo Mundo,
onde estdo localizadas 85% das espécies. No Brasil ocorrem 32 géneros com cerca de 300
espécies, distribuidas em diversas formacgdes vegetais (BARROSO et al., 1991; DAVIS
etal., 2001; CAMERON et al., 2001).
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O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae, contendo mais de 150
espécies diferentes, largamente encontradas em paises sul americanos, como México e
Brasil (GUILHON-SIMPLICIO et al., 2012).

O nome popular do muruci pode ser dado a diferentes espécies da familia
supracitada, bem como por suas cores e locais de ocorréncia, tais como muruci-pequeno
(B. verbascifolia), muruci-de-flor-vermelha (B. punctulata), muruci-da-chapada (B.
salzmanniana), muruci-do-campo (B. crassifolia, B. intermedia), muruci-da-mata (B.
crispa), muruci vermelho (B. amazonica), dentre outros (FERREIRA, 2005; RUFINO,
2008). As folhas, em destaque na figura 1, cascas, sementes e o proprio fruto sdo
utilizadas pelas populagfes locais no tratamento de inflamacdes ginecol6gicas e
gastrointestinais, infeccGes e acidentes ofidicos da pele (GUILHON-SIMPLICIO et
al.,2012).

Figura 1. Folhas de Byrsonima crassifolia

Fonte: MARTINEZ-VAZQUEZ, 1999.

Vérias propriedades tém sido analisadas e estudadas das varias espécies de
Byrsonima, e seus metabdlitos tem sido diretamente ligado as propriedades antioxidantes
(SILVA et al., 2007; POMPEU, 2012), propriedades anti-inflamatérias (MALDINI et al.,
2009; MALDINI; MONTORO; PIZZA, 2011) GUILHON-SIMPLICIO et al., 2012),
efeitos antidepressivos (HERRERA-RUIZ et al., 2011) e capacidade antimicrobiana
(MICHELIN et al., 2008; CAVALCANTE, 2011; SANTOS et al., 2012).

3.1.2 Inga edulis

O Inga é um género extenso de arvores da familia Leguminosae: Mimosoideae

nativa dos trépicos Umidos americanos. Leguminosae é considerada a terceira maior
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familia entre as angiospermas, com 727 géneros e cerca de 19.325 espécies, com
distribuicdo cosmopolita (LEWIS et al. 2005).

Esse género tem despertado interesse da comunidade cientifica, ja que suas folhas,
cascas e frutos e suas diferentes interacGes e fraches de seus compostos possuem uma
elevada capacidade oxidante conforme descrita por Dias (2010); Pompeu (2012); Souza
et al., (2007) capacidade anti-inflamatoria conforme verificada por Silva et al., (2007),
atividade antiprotozoéria conforme Peraza-Sanchez et al., (2007) e capacidade

antimicrobiana verificada por Cavalcante (2011).

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2015.

Amplamente distribuida e cultivada na Amazénia e na América Central, a espécie
possui muitos nomes vulgares, mostrando a sua importancia para a populagéo interiorana:
ingd, ingé- cipd, inga-de-metro, inga-doce, inga- de-macaco, inga-macarrao, rabo-demico
(Brasil); guamo, guama (Colombia, Venezuela, Costa Rica); pacae soga, pacae silvestre
(Peru) (FALCAO, 2000). Suas folhas em destaque na Figura 2 sdo utilizadas no
tratamento de varias afeccdes como reumatismo, artrite, diarreia, pelas pessoas nativas
dessas areas (SILVA et al., 2007).

3.2  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos devem ser utilizados de forma consciente, preconizando 0s
antibioticos com menor espectro para um determinado patdgeno, evitando a resisténcia
dessa droga a uma determinada bactéria (NIKAIDO, 2009).
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3.2.1 Mecanismo de acao

A atividade antimicrobiana de uma substancia pode ser dividida em etapas: onde
primeiramente as substancias agregam-se aos micro-organismos e penetram nas suas
células; logo ap0s, sdo transportadas para um sitio ativo intracelular e por fim ligam-se a
sitios biogquimicos especificos, realizando suas a¢des bioquimicas. Em cada uma dessas
etapas pode-se iniciar ou ter-se a resisténcia, que esta ligada aos processos de sintese de
enzimas que inativam o0 composto, prevencdo e modificagdo do sitio alvo
(SCHAECHTER et al., 2002).

Os compostos naturais podem agir nos micro-organismos desintegrando a
membrana citoplasmatica, desestabilizando a forca préton motriz, fluxo de elétrons,
transporte ativo e a coagulacéo do contetdo da célula. Nem todos 0s mecanismos de a¢ao
agem em alvos especificos, podendo alguns sitios ser afetados em consequéncia de outros
interferentes (BURT, 2004).

3.2.2 Resisténcia antimicrobiana

Os agentes antimicrobianos séo essenciais para prevencao, controle e tratamento
de infecges bacterianas em homens e animais. Todavia, 0 uso excessivo e indiscriminado
desses agentes tem promovido o surgimento e prevalecimento da resisténcia
antimicrobiana em bactérias de forma acelerada (PETROVIC, 2008; HARADA, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mudancas na populacdo microbiana
podem levar a evolugdo de novos micro-organismos patogénicos e ao desenvolvimento
de novos fatores de viruléncia em patégenos antigos, como o desenvolvimento da
resisténcia aos antimicrobianos ou mudancas na habilidade de sobrevivéncia em
condigdes ambientais adversas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Um numero limitado de paises latino-americanos possui em ambito nacional
programas de vigilancia que monitoram a resisténcia antimicrobiana, como Argentina,
Chile e Colémbia (GARCIA, 2003; BRICENO et al., 2010). Ja o Brasil ndo possui um
programa nacional de vigilancia da resisténcia antimicrobiana, o que torna ainda mais
dificil estimar a prevaléncia real e peso das doengas causadas pela resisténcia das
bactérias aos antibioticos. (OKEKE et al., 2005).
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3.3  TESTES PARA VERIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2015), os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, séo indicados para qualquer organismo que cause um
processo infeccioso e exija uma terapia antimicrobiana.

De acordo com o grande numero de espécies de plantas disponiveis para a analise,
é primordial ter sistemas eficientes com métodos que avaliem a eficacia de plantas
medicinais como agente antimicrobiano, levando-se em consideragdo a avaliacdo
bioldgica completa dos extratos para garantir a eficacia e seguranca, seguido pela
identificacdo de principios ativos, formulacdes de dosagem e perfil farmacocinético da
nova droga (DAS, 2010).

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana utilizando extratos vegetais
diferentes métodos podem ser utilizados, tais como, método de difusdo em agar por poco,
teste de difusdo em disco e métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo com a
determinacédo da concentracdo inibitoria minima (BONA, 2014).

Preferencialmente se utiliza cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection), pois estas apresentam estabilidade genética e por serem padronizadas pode-
se ter a monitorizacao de varios parametros principais no controle de qualidade (SEIJAS
et al., 2002).

3.3.1 Teste de disco-difusdo

Este método foi idealizado por Bauer et al. (1966), e desde entdo € um dos métodos
mais utilizados nos laboratdrios de microbiologia. Fundamenta-se na difusdo, através do
agar, de um antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. Esta difusdo do
agente antimicrobiano leva a formacao de um halo de inibicdo do crescimento bacteriano,
cujo diametro é inversamente proporcional a concentracdo minima inibitoria
(JORGENSEN, 1999; NCCLS, 2006).

Este método é qualitativo e indicado para estabelecer a sensibilidade do micro-
organismo, entretanto ndo determina a poténcia antimicrobiana de um composto; e torna-
se limitado quando as substancias ndo se difundem no meio (SOUZA et al., 2003).
Fundamenta-se na difusdo da substancia a ser testada, em um meio de cultura sélido e
inoculada com o micro-organismo. A partir da difuséo ocorre o aparecimento de um halo,
no qual ndo ha crescimento do micro-organismo, denominado halo de inibicdo
(VANDEN BERGUE; VLIETINCK, 1991; SILVEIRA et al., 2009).
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3.3.2 Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracgdo inibitéria minima corresponde & menor concentracdo de agente
antimicrobiano, que serd capaz de realizar a inibicdo do organismo teste (RICARDO,
2008; MADIGAN et al., 2008). Pode ser realizado pelo método de macro ou
microdiluicdo. O método de microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, com
volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL.

Este método tem vantagens como uma boa reprodutibilidade, sensibilidade (30
vezes mais sensivel que outros métodos), requererem pequena quantidade de amostra,

podendo ser utilizado para um grande nimero das mesmas (OSTROSKY et al., 2008).

3.3.3 Principais Bactérias patogénicas utilizadas em testes antimicrobianos

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos tem
ocasionado resisténcia dos micro-organismos patogénicos através de mutacdes em suas
células, determinando a deficiéncia na potencializacdo do composto frente a esses micro-
organismos. A maioria dos testes de atividade antimicrobiana sdo realizados frente as
principais cepas com resisténcia antimicrobiana, entre eles, destacam-se 0s géneros de
Salmonella (CARVALHO et al.,, 2009), Escherichia coli (SOUSA et al., 2011),
Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2007), Enterococcus faecalis (CAVALCANTE,
2011), Bacillus cereus (AGUIAR et al., 2008), Streptococcus (LOGUERCIO et al.,
2005).

As bactérias Gram negativas possuem maior protecdo contra compostos que
tentam atuar na degradacdo de sua célula e por isso geralmente apresentam nivel de
resisténcia microbiana mais elevada do que as bactérias Gram positivas. Isso esta
diretamente relacionado com a constituicdo da membrana externa das células Gram
negativas que é formada por fosfolipidios e proteinas, estas estruturas conferem grande
impermeabilidade a estas células frente aos agentes antimicrobianos (HARRIS, 2003).

Entre as principais bactérias Gram negativas resistentes destacam-se Salmonella
Typhimurium, que é um sorotipo amplamente disseminado na natureza e de grande
importancia em saude publica. A grande maioria dos casos de infecgdes humanas
Salmonella Typhimurium deve-se as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s). Este

sorotipo vem sendo associado com grande resisténcia adquirida ao longo dos anos
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(YAMAMOTO; NAKANE, 2006); e Escherichia coli, que representa a espécie
bacteriana mais comumente isolada, indicando contaminagdo fecal durante ou no pés-
processamento de alimentos (FORSYTHE, 2002).

Entre as bactérias Gram positivas destacam-se espécies de Staphylococcus aureus,
que possuem elevada resisténcia frente a inimeros agentes antimicrobianos, adquirida
através de mutacGes e transferéncias de genes por plasmideos e transposons e
Enterococcus faecalis que tem adquirido resisténcia nos altimos anos, principalmente
pelo uso indiscriminado de antibioticos, criando grandes reservatérios com a
possibilidade de transferéncias de material genético através de plasmideos (SHEPARD,
2002; ANDRADE et al., 2016).

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios sdo produtos de metabolismo especifico, com
distribuicdo em todas as partes dos vegetais e caracterizados por sua diversidade de
estruturas quimicas (NODARI; GUERRA, 2000; NIERO et al., 2003). Esses compostos
ndo sdo necessariamente essenciais ao organismo produtor, mas exercem um papel
importante na sobrevivéncia da planta em seu ecossistema, funcionando como
mecanismos de defesa por agentes externos, tais como, micro-organismos, insetos,
herbivoros, entre outros (VERPOORTE; VANDER HEIJDEN; MEMELINK, 2000;
SIMOES et al., 2004).

Os metabolitos secundarios desempenham papeis importantes na bioquimica e
fisiologia dos vegetais. Inimeras classes de produtos naturais constituem grupos
importantes de metabdlitos secundarios, estando envolvidos em muitos processos
fisioldgicos de plantas, particularmente naqueles que respondem ao estimulo ambiental.
A composicdo de metabdlitos secundarios nos tecidos da planta pode influenciar
diretamente na qualidade e toxicidade dos alimentos produzidos para humanos e animais
(STOBIECKI et al., 2003).

Os metabolitos secundarios possuem acao antibacteriana, antivirais, antifingicas,
antiparasitarias e propriedades antioxidantes. Hoje, essas substancias também tém grande
valor como cosméticos e medicamentos, sendo também utilizados para dar sabor e
preservar alimentos (CESPEDES et al., 2015).

A pesquisa fitoquimica & importante principalmente quando ainda ndo s&o

dispostos todos os estudos quimicos com espécies de interesse popular, tendo como



20

objetivo conhecer os compostos quimicos das espécies vegetais e avaliar sua presenca
nos mesmos, identificando grupos de metabdlitos secundarios relevantes (SIMOES et al.,
2004).

Ja foram identificados alguns compostos ao se utilizar as espécies Byrsonima
crassifolia e Inga edulis.

Gordon et al. (2011) identificaram &cido galico e quercetina em extratos
acetdnicos de Byrsonima. Silva e Rogez (2013) identificaram a presenca de &cido gélico,
quercetina-3- O-a-L-glicosideo e epigalocatequina galato em extratos alcodlicos de
folhas de Byrsonima crassifolia.

Souza et al. (2007) identificaram a presenca de 4&cido galico, catequina,
epicatequina, mirecetina3-O-a-raminopiranosideo, quercetina3-O-B-glicopiranosideo e
quercetina3-O-a- raminopiranosideo no extrato metandlico de folhas de Inga edulis.

Dias, Souza e Rogez (2010) identificaram é&cido géalico, procianidina B1,
catequina, procianidina B2, epicatequina, miricetina3-O-a-raminopiranosideo,
quercetina3-O-a-raminopiranosideo, miricetina e quercetina, presentes na fracdo aquosa
de extrato de folhas de Inga edulis. Silva e Rogez (2013) identificaram a presenca de
acido galico, miricetina3-O-a-L-raminopiranosideo e quercetina3-O-a-L-glicosideo em
extratos alcodlicos de folhas de Inga edulis.

Alguns compostos estdo presentes em quantidades relevantes em extratos vegetais
na maioria das matrizes, tais como, alcaloides, terpendides e principalmente compostos
fenolicos (CROTEAU et al., 2000).

341 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos que contem nitrogénio em um anel heterociclico e
sdo geralmente de carater basicos (tipo alcalino=alcaloide). Constituem uma grande
familia com mais de 15.000 metabolitos secundarios, entre os quais se destacam a
morfina, a codeina e a heroina. Eles sdo de sabores amargos fisiologicamente e
farmacologicamente ativos e funcionam como uma defesa quimica das plantas contra 0s
ataques herbivoros (PRAKASH, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2004; BRUNETON, 2009).
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O papel dos alcaloides nas defesas quimicas das plantas é sustentado pela grande
variedade de efeitos fisioldgicos que estes exercem sobre 0s animais e também por suas
atividades antimicrobianas. Muitos alcaloides sdo toxicos aos insetos e atuam como
repelente para herbivoros (CROTEAU et al.,2000).

Cerca de 20% das espécies de plantas conhecidas acumulam esse tipo de
metabdlito secundario, podendo ser encontradas em diversas partes do vegetal, e em
representantes de diversas familias. Essa classe de substancias do metabolismo
secundario é famosa pela acentuada acéo sobre o sistema nervoso central, sendo muitos
deles utilizados como venenos ou alucinégenos (SOTTOMAYOR et al., 2004;
LORENCE & NESSLER, 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Os alcaloides geralmente se acumulam nas plantas nas partes responsaveis pela
sobrevivéncia da espécie ou aqueles expostos na periferia do vegetal e, portanto, mais
propenso aos ataques externos. Nos vegetais, esses compostos estdo principalmente na
forma de sais ou ligados aos taninos nos vacuolos. S&o geralmente insolUveis em agua e
soltveis em solventes organicos apolares e em alcoois (HOPKINS, 2003; BRUNETON,
2009).

As propriedades biologicas que se destaca nos alcaloides, sdo a propriedade de
contracdo muscular intensa, Util na prevencdo e tratamento de hemorragia pds-parto e
pos- aborto (SCHRIPSEMA et al., 2004).

3.4.2 Terpenoides

Os terpenoides representam a maior classe quimica de constituintes ativos de plantas,
havendo mais de 30.000 substancias descritas. A classificacdo basica dos varios terpenos
decorre do numero de unidades isoprénicas que estes possuem (RAVEN, 2001;
VERPOORTE & MARASCHIN, 2001; LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003).

As estruturas de terpenoides sao muito complexas, derivados do isopreno (C5) e
podem ser divididos em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Podem apresentar cadeia, anel Unico, biciclico ou
policiclico, seus derivados oxigenados podem ser alcoois, aldeidos, cetonas, acidos
carboxilicos e ésteres (DEWICK, 2009).
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De acordo com Copp (2003), os metabolitos secundarios considerados como a
principal classe promissora de atividade antibacteriana sdo os terpenoides. Os triterpenos
sd0 0 grupo mais importante de terpenoides, e sdo reconhecidos pelos efeitos anti-
inflamatdrios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (HUSSAIN et al., 2008).

Sesquiterpenos e lactonas sesquiterpénicas sdao principalmente descritas como
tendo uma forte atividade antibacteriana contra cepas Gram positivas. No entanto o
mecanismo de ac¢do ndo é totalmente compreendido, porém especula-se uma ruptura da

membrana ocasionada pelos compostos lipofilicos (COWAN, 1999).

3.4.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios, amplamente distribuidos,
produzidos pela maioria das plantas, sendo que ja foram detectados mais de 10 mil
compostos deste grupo (SILVA, 2010; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Pertencem ao
grupo dos compostos fendlicos varias classes quimicas, como os fenois simples e acidos
fenolicos, quinonas e flavonoides (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
SULTANBAWA, 2011).

Os efeitos bioativos dos compostos fendlicos vem sendo elucidados, tais como
atividade anticarcinogénica (Angelo, 2007), atividade antioxidante (Souza et al., 2008) e
atividade antimicrobiana (Cavalcante, 2011). A atividade antimicrobiana dos compostos
fenolicos é variavel de acordo com a espécie microbiana testada e estrutura da molécula.
Em relacdo a sua estrutura quimica, o grau de hidroxilacdo do composto é o fator de maior
impacto na toxicidade para determinados micro-organismos. No entanto, 0s mecanismos
de acdo destes compostos sobre os micro-organismos ainda ndo foram totalmente
esclarecidos (CAMPQOS; COUTO; HOGG, 2003).

35 TECNICAS DE EXTRACAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DE MATRIZES VEGETAIS

3.5.1 Extragéo por solventes em matrizes vegetais

A extracdo é uma etapa fundamental para obtencdo de compostos quimicos a partir
das plantas ou das suas partes vegetais. A utilizacdo de uma técnica de extracdo adequada
é determinante para separacdo e/ou purificacdo, identificacdo e caracterizacdo de
compostos bioativos, e também evita a sua perda ou degradacdo (GURIB-FAKIM, 2006;
DAl & MUMPER, 2010; SASIDHARAN, et al.,2011).
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Os extratos vegetais sdo preparacdes liquidas, semi-sélidas ou solidas, obtidas a
partir de matrizes de origem bioldgica. Estes extratos sao obtidos pelo contato da matriz
vegetal com diferentes solventes como agua ou solventes organicos (SHI, 2007).

A eficacia de muitos extratos de plantas depende do fornecimento de compostos
bioativos presentes nesta matriz. Esses compostos podem ser 0s mais variados, por
exemplo, compostos fenodlicos, flavonoides, terpenoides, entre outros. No entanto
matrizes vegetais sdo complexas e apresentam uma maior dificuldade, pois geralmente,
apresentam caracteristica de pouca solubilidade em &agua, possuem baixa absorcéo,
dificuldades de penetracdo nas membranas lipidicas das células ou por possuirem
tamanho molecular alto (BONIFACIO et al., 2014).

Diversos fatores podem influenciar na obtencdo de compostos bioativos, tais
como: a metodologia de extracdo, natureza da matriz vegetal, tamanho das particulas,
solvente utilizado, tempo e temperatura de extracdo (ANDREO; JORGE, 2006).

Solventes com diferentes polaridades como o etanol, metanol, 4gua, acetato de
etila, hexano ou a mistura destes séo largamente empregados para extragdo de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas em distintas matrizes
vegetais. Os metodos para avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana sdo
fortemente afetados pelos solventes utilizados na extracdo. Deste modo, a extragédo
sequencial utilizando solventes com polaridade crescente tem sido amplamente utilizada
para matrizes vegetais e alimentos (MOURE et al.,, 2001; MAU et al., 2005;
PELLEGRINI et al., 2007).

3.5.2 Extracdo em Fase Sélida (SPE- Solid Phase Extraction)

A Extracdo em Fase Solida é uma técnica de separacdo liquido-solido
extensamente utilizada para extrair analitos semi-volateis e ndo volateis de amostras
liquidas, mas também para amostras solidas pré-extraidas com solventes (QUEIROZ,
2001).

A extragdo em fase solida é uma das ferramentas mais poderosas e mais
empregadas para a extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes
complexas. A alta capacidade de concentrar os solutos nos extratos, a facilidade de
automac&o e a reducdo do consumo de solventes orgénicos sdo algumas das vantagens
conhecidas da SPE frente a outras técnicas de extracdo (CALDAS et al., 2011).
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A SPE emprega sorventes em cartuchos, nas formas de barril ou seringa, e 0s
mecanismos de retencdo séo idénticos aqueles envolvidos em cromatografia liquida em
coluna. Em geral, os procedimentos da SPE consistem em 4 etapas: o condicionamento
do adsorvente, carga da amostra, lavagem, eluicdo (Figura 3) (KHAYOON et al., 2010;
NOVAIS et al., 2014).

Figura 3. Etapas do procedimento de Extracdo em Fase Solida (SPE)
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Fonte: EMAN, 2008.

3.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo contendo uma fase
maovel e uma estacionaria, onde a amostra a ser analisada € injetada na entrada da coluna
e a fase movel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de acordo
com as interacdes e as propriedades fisico-quimicas da fase mdvel e da estacionaria.
Outro lado da coluna € instalado um detector que transmite para um registrador um sinal
que € interpretado em forma de cromatogramas, sendo a area e a altura deste proporcional
a concentracao do analito (JIN et al., 2008).

Os extratos vegetais sdo matrizes complexas, sendo na maioria das vezes
necessario processo de purificacdo da amostra para que se realize a identificacdo das
substancias presentes. Para o caso de identificacdo de substancias individuais, é
necessaria a remocdo de substancias que possam interferir, bem como a separacdo de
compostos de uma mesma classe, com isto, a cromatografia € um método indispensavel,
possibilitando a posterior identificacdo e quantificacdo de compostos, com alta
sensibilidade e eficiéncia (MARCO, 2008).
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Determinacdo de compostos fenodlicos com capacidade antimicrobiana dos extratos
de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e ingazeiro (Inga edulis)

(Configuracdo conforme normas da revista)

Determination of phenolic compounds with antimicrobial capacity of extracts of

leaves of murucizeiro (Byrsonima crassifolia) and ingazeiro (Inga edulis)

O objetivo do presente estudo foi determinar compostos com capacidade antimicrobiana
de extratos brutos e fracGes de folhas de Byrsonima crassifolia e de Inga edulis. Foi
realizado uma extracdo sélido-liquido utilizando trés sistemas de solventes (acetato,
metanol e metanol:agua). Os extratos e fracBes foram submetidos aos testes de
suscetibilidade antimicrobiana para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas através
dos métodos de disco-difusdo e Concentragdo Inibitéria Minima-CIM. Para identificacdo
dos compostos fenolicos foi realizada Extracdo em Fase Sélida (SPE), para pré-
concentracdo e pré-purificacdo dos extratos e fracbes que apresentaram potencial
antimicrobiano. A fracdo metandlica conseguiu extrair maior conteddo de fendlicos
totais, e apresentou 0s maiores halos no teste de disco-difusdo. A concentracao inibitoria
minima variou de 125 a 500 ugES mL* e de 12,5 a 200 ugES mL* para bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, respectivamente. Apos SPE, os extratos brutos e fracdes
apresentaram halos de inibicdo frente a todos os micro-organismos testados em uma
concentracdo menor que a dos antibioticos padronizados. O acido galico, acido ferrdlico,
miricetina e quercetina apresentaram atividade antimicrobiana quando testados
isoladamente. Foram identificados e quantificados nos extratos bruto e fracdes acido
galico, catequina, epicatequina, acido ferralico, quercetina, além de outros 4 compostos

majoritarios para Byrsonima crassifolia e 3 compostos para Inga edulis.

Palavras-Chave: Matrizes vegetais; Resisténcia microbiana; Compostos fenodlicos;

Muruci; Inga.



36

INTRODUCAO

O surgimento de cepas resistentes vem aumentando e acarretando prejuizos econdémicos
nas industrias alimenticias além de colocar em risco a saude dos consumidores pela
grande capacidade de adaptacéo e resisténcia que 0s micro-organismos vém adquirindo
ao longo dos anos com uso abusivo de antibiéticos no tratamento de pessoas e animais
(FAI, 2008; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

O estudo de agentes antimicrobianos possui enorme abrangéncia, sendo ponto crucial em
varios setores e a busca por compostos em 6leos essenciais e extratos de plantas como
uma abordagem alternativa vem se intensificando e ganhando destaque (PARK et al.,
2011; RADJI, et al., 2013).

Extratos naturais vém sendo utilizados para aumentar a vida de prateleira e melhorar as
caracteristicas dos alimentos. Esses extratos e/ou seus principios ativos possuem
atividade antibacteriana demonstrada em estudos laboratoriais (ALVES et al., 2008;
YOSSA et al., 2010; IVANOVIC et al., 2012).

A regido amazénica se destaca por sua biodiversidade, possuindo matrizes vegetais que
sdo utilizadas pelas comunidades nativas nas mais variadas formas, como chas, infusées,
banhos, ou misturas das partes desses vegetais, no tratamento de variadas infeccées, no
entanto, poucas espécies foram estudadas e descritas em publicagdes cientificas (BRAZ-
FILHO, 1999; RODRIGUES et al., 2014).

O estudo destas plantas amazénicas e de seus compostos bioativos pode favorecer a
descoberta de novos compostos antimicrobianos, auxiliando assim no crescimento
tecnoldgico da regido (CAVALCANTE, 2011).

Pesquisas tém mostrado o potencial dos compostos em relagdo a capacidade
antimicrobiana nas folhas de Bysonima crassifolia e Inga edulis (PERAZA-SANCHEZ,
2007; CAVALCANTE 2011; OKOBA, 2016), entretanto sdo necessarios estudos mais
aprofundados para a identificacéo e isolamento desses componentes, utilizando técnicas
que permitam obter resultados de forma eficiente.

Assim, o presente estudo visou identificar os principais compostos fendlicos responsaveis
pela capacidade antimicrobiana de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e

ingazeiro (Inga edulis).



37

PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes quimicos

No presente estudo foram utilizados os seguintes reagentes: acetato de etila P.A (Exodo
Cientifica, Brasil), metanol P.A (Sigma Aldrich, Brasil), Metanol Grau HPLC (Sigma
Aldrich, Brasil), acido formico (Tedia, EUA), reagente de Folin(Sigma- Aldrich), &cido
galico (Sigma-Aldrich 98% de pureza), catequina (Sigma-Aldrich 98% de pureza),
epicatequina (Sigma-Aldrich 98% de pureza), acido ferrulico (Sigma-Aldrich 93% de
pureza), delfinidina (Sigma-Aldrich 98% de pureza), quercetina (Sigma-Aldrich 95% de

pureza) e miricetina (Sigma-Aldrich).

Matéria-prima

Foram coletadas amostras de duas espécies vegetais (Byrsonima crassifolia e Inga
edulis) na cidade de Bonito, municipio pertencente a mesorregido nordeste do Estado do
Para.

A identificacdo taxonémica foi realizada no herbario do museu paraense Emilio Goeldi,
pelo método de comparacdo de exsicatas depositadas no banco de dados do mesmao,
possuindo como numero de registro 220955 para Byrsonima crassifolia e 220956 para

Inga edulis.

Cepas de micro-organismos utilizadas

Os micro-organismos utilizados foram cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection) procedentes do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os micro-organismos selecionados
foram bactérias Gram-negativas: Salmonella Typhimurium INCQS 00150 (ATCC
14028); Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922); e bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538) e Enterococcus faecalis INCQS
00234 (ATCC 2912).
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Foi realizado teste de confirmacdo de espécies microbianas e do perfil de sensibilidade
aos antibidticos, pelo método automatizado utilizando cartdes para identificacdo Vitek
2® ID. A partir dos dados prévios de perfil de sensibilidade, foram feitas as escolhas dos

antibidticos utilizados como controle positivo para cada cepa microbiana.

Obtencdes dos extratos vegetais

Pré-tratamento da matéria-prima

As amostras de folhas foram encaminhadas para o Centro de Valorizagdo de Compostos
Bioativos da Amazénia-CVACBA (UFPA) e posteriormente submetidas as etapas de
selecdo manual, lavagem com &gua corrente, secagem em estufa com circulacao de ar (60
°C por 8 horas) e moidas (5 mm de granulometria). Em seguida foram acondicionadas em
recipientes plasticos e armazenadas a (+ 4 °C) até utilizacdo nos experimentos, conforme

metodologia utilizada por Cavalcante (2011).

Preparacdo dos extratos vegetais

Foi realizado um processo de extracao sélido-liquido utilizando trés sistemas sequenciais
de solventes: acetato de etila, seguido por metanol e por ultimo uma mistura de metanol
e dgua (1:1 v: v) (Pellegrini et al. 2007; Pompeu et al. 2009). Foi realizada extra¢do dupla
de uma hora para cada solvente a temperatura de 28 °C, na proporcao de 1:6 (massa:
volume) de planta seca e solvente. Os extratos obtidos para cada solvente foram
misturados e concentrados em evaporador rotativo. Para verificar se existe efeito
sinérgico entre as frages, um extrato bruto foi obtido através da juncéo de volumes iguais

das trés fracoes.

Determinacdo de fenolicos totais e padronizacdo dos extratos vegetais

O teor de polifenais totais foi determinado pelo método de Folin- Ciocalteu (LAMUELA-
RAVENTOS, 1999), expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama
de extrato seco (MgEQ gES™). Para avaliagdo da capacidade antimicrobiana, os extratos
foram padronizados para uma concentracdo de 200 ugEQ mL™ de extrato seco, diluido

em agua ultrapura.
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Testes de suscetibilidade antimicrobiana: Disco-difusdo

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio do método de disco-difusdo em agar de
acordo com metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute -CLSI
(2015), sendo realizadas no Instituto Evandro Chagas (IEC), secdo de Bacteriologia e
Micologia. As suspensdes bacterianas foram cultivadas por 18 horas a 36 °C em caldo
Mueller-Hinton (Oxoid). Posteriormente uma nova inoculacao foi realizada nas mesmas
condicgdes, porém incubadas somente por 6 horas (para uso do inoculo recente). A
concentracéo da suspenséo bacteriana foi ajustada a escala 0,5 de McFarland (1,5 x108
UFC mL™Y) e com o auxilio de swab estéril, o inoculo bacteriano foi distribuido
uniformemente sobre a superficie do agar Mueller-Hinton. Em seguida, utilizando pinca
estéril os discos (6mm de papel filtro), foram distribuidos uniformemente sobre a
superficie do agar e impregnados com 10 pL (2 pgEQ- microgramas de equivalentes de
quercetina) e 20 pL (4 HgEQ- microgramas de equivalentes de quercetina) dos extratos
bruto e fracBes (Acetato de etila, Metanol e Metanol: agua) padronizadas de cada matriz.
Para as bactérias Gram-negativas foi utilizado como controle positivo ampicilina (10ug)
e para as Gram-positivas vancomicina (30ug). As placas foram incubadas a 36°C por 24
horas e avaliado os halos de inibigdo formados. Somente os halos com didmetros > 8 mm
foram considerados com atividade antimicrobiana (FIGUEIREDO e SABER, 2016;
OKOBA, 2016).

Foram utilizados os seguintes padroes para a identificacdo dos compostos presentes nos
extratos, através de cromatografia: acido galico, catequina, epicatequina, acido ferralico,
delfinidina, quercetina e miricetina, todos com concentracdo de 100 pg mL™? e também
realizada avaliacdo do potencial antimicrobiano de cada padrdo e em forma conjunta
(mix), pelo método de disco-difusdo, utilizando 20 uL (2 ug por disco) de cada composto,
como descrito por CLSI, (2015).

Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)
A determinacdo da concentragdo inibitéria minima foi realizada pelo método de

microdiluicdo em caldo, utilizando placa de 96 pogos de fundo U contendo 100 pL de

caldo Mueller-Hinton (oxoid) segundo metodologia descrita pelo CLSI (2015). Diluigdes
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sucessivas dos extratos brutos e fragdes foram realizadas de modo a se obter pogos com
concentragdes entre 1,56 a 200 ug mL* para os testes com bactérias Gram-negativas e
entre 3,90 a 500 pug mL™ para os testes com bactérias Gram-positivas e adicionado 100
uL de cada diluicdo nos pogos correspondentes . Posteriormente 100 uL da suspensdo
bacteriana ajustada a escala 0,5 de McFarland (1,5 x10® UFC mL™?) foi adicionado aos
pocos. As microplacas foram incubadas a 36 °C por 24 horas e as andlises realizadas em
triplicata. Apds o tempo de incubacdo, 10 pL de resazurina (0,2mg mL?) foram
adicionados aos pocos para facilitar a observacdo de crescimento microbiano, € no
periodo de 4 a 6 horas observada se houve mudanca da colorago. A coloragdo azul indica
auséncia de crescimento microbiano e a cor vermelha/résea indica a presenca de células
viaveis em crescimento. Foram reservados pocos onde foram efetuados os controles da
microplaca, para o controle de esterilidade do meio, controle do inoculo, controle do
extrato e controle do indicador resazurina.

Os niveis de Concentracéo Inibitéria Minima utilizados foram de potencial inativo (>100
ug mL?), potencial fraco (entre 550 e 100 pug mL 1), potencial moderadamente ativo
(entre 100 a 500 pug mL™) e potencial ativo (<100 pg mL™), segundo Cavalcante (2011)
e Okoba (2016).

Identificacéo e quantificacdo dos compostos fenélicos

Extracdo em Fase Sélida (SPE)

Para extracdo dos compostos fenolicos, os extratos brutos e fracdes (4 MQEQ-
microgramas de equivalentes de quercetina) que obtiveram resultados positivos na
avalia¢do da atividade antimicrobiana (halos > 8 mm) foram submetidos a extragdo em
fase solida (clean up), utilizando cartucho SPE Strata C18-E (Phenomenex) 55um, 200mg
3mL?, previamente condicionados com 10 mL de metanol com 1% écido formico. Em
seguida, 200 pL do extrato bruto e fracdes foram adicionados a 800 pL de agua ultrapura.
O clean-up foi realizado com 5 mL &gua ultrapura, e a elui¢do final foi realizada com
metanol 100% (DIAS et al., 2010). A amostra foi seca, pesada e ressuspensa em 5 mL de
metanol 40 % com 1% acido férmico. Posteriormente foi realizado o teste de atividade
antimicrobiana (CLSI, 2015) para os extratos brutos e fragOes impregnados com 20

uL/disco. As concentracdes de fendlicos apds SPE impregnadas nos discos foram: 10 g
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gES?, 12,9 ug gES™ e 12,2 pg gES* por disco de extrato bruto, fragdo metandlica e fragéo
metanol:agua, respectivamente, para Byrsonima crassifolia e de 9 pg gES?,12,2 g
gES™ e 8 pug gES™ por disco de extrato bruto, fracio metanolica e fragdo metanol:agua,

respectivamente, para Inga edulis.

Perfil cromatogréfico

Para as analises cromatograficas foi utilizado sistema UHPLC Thermo Scientific (EUA)
equipado com bomba quaternaria (LPG-3400RS), injetor automatico (WPS-3000SL
Analytical), utilizando como detector um sistema detector de arranjo de diodos-DAD
(DAD-3000), software de leitura de dados (Chromoleon 7.1 SR2), célula de fluxo
(Standard Analytical) e coluna Kinetex C18 2,6um, 100x4,6 mm (Phenomenex). Foi
injetado 20 pL de amostra (filtradas em filtros de PVDF de 0,45 um de porosidade e as
fases mdveis utilizadas foram &gua ultrapura com 1% de &cido férmico (solucdo A) e
acetonitrila com 1% &cido férmico (solucdo B). Estas foram preparadas e filtradas com
membranas de nylon (0,22 pum de porosidade) e submetidas ao banho ultrassénico por 15
minutos para desgaseificacéo.

O gradiente utilizado foi baseado em Dias et al., 2010, com as seguintes modificagdes:
3% B (0 a 13 minutos); 16% B (18 minutos); 16% B (24 minutos);19% B (24,5 minutos);
22% B (26 minutos); 36% B (27 minutos); 36% B (34 minutos); 90% B (39 minutos);
90% B (40 minutos); 3% B (43 minutos).

A identificacdo e quantificacdo dos compostos nas matrizes foram realizadas através das
comparacGes dos tempos de retencdo e area formada com os padrdes utilizados. Foi
também realizada escolha de picos majoritarios, ndo identificados pelos padrdes
utilizados, que foram quantificados através da area formada e relacionados a uma possivel
classe de fendlicos. Os resultados foram expressos em mgEM gES? (miligramas de
equivalentes miricetina por grama de extrato seco) para Byrsonima crassifolia e em
mgEQ gES™ (miligramas de equivalentes quercetina por grama de extrato seco) para Inga

edulis.
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Andlise estatistica

Os resultados das médias obtidas na analise de atividade antimicrobiana foram
submetidos da anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de significancia

de 5% com auxilio do programa Statistica® verséo 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéo do teor de Fendlicos Totais

Os extratos obtidos a partir de Byrsonima crassifolia apresentaram maior contetido de
fenois totais que os de Inga edulis (Tabela 1). Verificou-se que as fracGes polares,
metanol e metanol:dgua, conseguiram extrair maiores concentracdes de fendlicos.
Segundo OH et al. (2013), os extratos alcodlicos apresentaram maiores teores de
compostos fenolicos, sendo o etanol e 0 metanol citados como melhores extratores em

relacdo a solventes menos polares e a gua pura.

Tabelal. Teor de Fenodlicos Totais do extrato bruto e fragdes de folhas de muruci

(Byrsonima crassifolia) e Inga (Inga edulis)

Fendlicos Totais (mg EQ gES™)

Extrato/Fracdes
Byrsonima crassiflia Inga edulis
E.B 124,39+4,11 59,49+2,55
F.AE 43,54+2,21 35,26+2,12
F.M 341,47+5,10 183,65+7,20
F.M:A 210,80+1,56 163,92+2,88

E.B= Extrato bruto. F.A.E = Fragdo acetato de etila. F.M = Fragdo metanol. F.M:A = Fra¢gdo Metanol:agua;
mg EQ gES™ = (miligramas de equivalentes de quercetina por grama de extrato seco).

Neste estudo constatou-se que a fracdo apolar (Acetato de etila) foi a que extraiu menor
quantidade de compostos fenolicos. Ainda ndo se desenvolveu um método satisfatorio
para a extracdo de todos ou de uma classe especifica de fendlicos presentes nos alimentos.
A solubilidade dos compostos fenolicos varia de acordo com a polaridade do solvente
utilizado, o grau de polimerizagdo e suas interagbes com outros constituintes dos
alimentos (ANGELO, 2007).
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Os maiores halos de inibicéo de crescimento bacteriano foram observados nos discos com

maior concentracdo (4 pg) em equivalentes de quercetina impregnada, visto que esses

valores diferiram estatisticamente (p<0,5) dos discos com menor concentracéo (Tabela 2

e 3). A fracdo metanol foi a que apresentou maiores halos de inibicao, sequida pela fragéo

hidrometanodlica e extrato bruto. Isso pode estar relacionado a quantidade de compostos

fenolicos extraidos por essas fragdes, como demonstrados na Tabela 1. A fracéo acetato

de etila ndo apresentou halos de inibigdo nos parametros utilizados nesse estudo, pois sua

caracteristica apolar ndo conseguiu extrair grande quantidade de fendlicos ou compostos

que apresentem atividade antimicrobiana.

Tabela 2. Didmetro dos halos de inibi¢do obtidos para extrato bruto e fragGes de Byrsonima

crassifolia
Micro- Hg EQ/ Extrato Bruto e FragGes/Halos de inibi¢do (mm) Controles (mm)
organismos disco E.B FAE F.M FM:A AMP VAN
- 2 6,89x0,1°®  0,00£0,09  10,95+0,2®  9,33+0,3%
S-Typhimurium 0,13+0,14  000:00° 13024014 1200:0204  18:60£0.1
: 2 6,0040,4+®  0,00£0,0¢  10,21+0,4%®  827+0,1%
E.coli 4 735:0,2%  0,00£0.0° 14004024  11,00:0.208  022*0:1
S aureUs 2 10,810,258 0,00£0,09  12,7540,4%®  7,300,3% 1714501
' 4 1455+0,3%A  0,00£0,09 19,4702  10,80+0,2°A S
. 2 9,10+0,3%®  0,00+0,0¢ 11,39+0,32%®  6,83+0,4°
E faecalis 4 1186:02° 000:0,0° 1379:02%  983:+045° 16,1301

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas (entre fracGes) e mesma letra maidscula nas colunas (entre
concentragdes de mg equivalentes de quercetina por disco) ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo Teste de Tukey; Extratos em 2 e 4 microgramas equivalentes quercetina por disco; E.B= Extrato
bruto; F.A.E= Fracéo acetato de etila; F.M= Fra¢do metanol; F.M:A=Fracdo Metanol:agua; AMP= Ampicilina (10
1g); VAN= Vancomicina (30ug).
Tabela 3. Diametro dos halos de inibig&o obtidos para extrato bruto e fragdes de Inga edulis

Micro- ug EQ/ Extrato Bruto e Frag6es/Halos de inibi¢do (mm) Controles (mm)
organismos disco EB FAE F.M F.M:A AMP VAN
S Typhimurium 2 6,48+0,1°®  0,00+0,0°  10,55+0,2%8 8,33+0,3"8 18,600,1
' 4 7,81+0,1%4  0,00£0,0°  14,04+0,1%° 10,10+0,2°4
E coli 2 6,91+0,2®  0,00+0,0°  10,21+0,4% 9,37+0,1"®
' 4 8,71+0,4°  0,00+0,0¢  14,00+0,2%4 11,60+0,2°4 15,22+0,1
S aureus 2 6,48+0,2°®  0,00+0,0¢  13,00+0,4%® 8,60+0,3"8
' 4 10,19+0,3°4  0,00+0,0¢  15,77+0,2° 13,00+0,2°4 17,14+0,1
E faecalis 2 6,12+0,2°®  0,00+0,0¢ 9,00+0,2%8 7,03+0,48
' 4 8,10+0,3°*  0,00+0,0¢  11,00+0,3* 9,00:+0,4°A 16,13+0,1

Médias seguidas de mesma letra minGscula nas linhas (entre fragGes) e mesma letra maidscula nas colunas (entre
concentragdes de mg equivalentes de quercetina por disco) ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo Teste de Tukey; Extratos em 2 e 4 microgramas equivalentes quercetina por disco; E.B= Extrato
bruto; F.A.E= Frac¢do acetato de etila; F.M= Fragdo metanol; F.M:A=Fra¢do Metanol:4gua; AMP= Ampicilina (10
1g); VAN= Vancomicina (30ug).



44

Os extratos de plantas sdo importantes fontes de agentes antimicrobianos devido a
presenca de metabolitos secundarios das plantas, especialmente os compostos fendlicos.
Esses compostos com propriedades bioldgicas, e seu uso no bem-estar humano sdo mais
frequentemente preferidos em relacéo as drogas sintéticas, por serem menos prejudiciais
na satde humana (BHATTACHARYA et al., 2016). Em geral foram encontrados, halos
de inibicdo satisfatorios nas duas matrizes, principalmente pela utilizacdo de
concentracdes de equivalentes de quercetina menores (2 e 4 pg) do que os padrdes
utilizados, ampicilina e vancomicina, 10 e 30 pg por disco, respectivamente. 1sso
demostra o grande espectro de acdo antimicrobiana e a agdo consideravel dos
componentes bioativos presentes nas duas matrizes.

Gellen e Silva (2016), ndo observaram atividade antimicrobiana ao estudarem raizes de
Byrsonima crassifolia. Cavalcante (2011) e Dutra (2016) observaram acao
antimicrobiana ao utilizarem folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis
respectivamente.

A leitura da atividade antimicrobiana pode ser influenciada por diversos fatores tais como,
composicdo quimica da espécie vegetal, época de colheita, parte da planta utilizada em
estudo, origem geografica e forma de extragcdo. Além disso, deve-se salientar os diferentes
padrdes de resisténcia apresentados pelos micro-organismos, a origem de sua obtencao
(isolamento) e caracteristicas ao género em questdo podem influenciar no efeito inibitorio
do material testado (MOURA et al., 2013).

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A fracdo metandlica foi a que obteve menor CIM, seguida da fragdo metanol:agua e
extrato bruto (Tabela 4). Isso pode estar diretamente ligado ao fato da capacidade que a
fracdo metanolica demonstrou de concentrar maior teor de fenélicos, compostos que estéo
diretamente correlacionados com varias propriedades bioldgicas, inclusive atividade
antimicrobiana (ANGELO, 2007; SOUZA, et al., 2008).

As fragdes metandlica e hidrometandlica nas duas matrizes demonstraram-se como ativas
(< 100 pg mL™) para os micro-organismos Gram-negativos e moderadamente ativas para
0s Gram-positivos. Os Extratos brutos das duas matrizes vegetais apresentaram potencial

moderadamente ativo (100 a 500 pg mL™) para todas as bactérias testadas. Okoba (2016),
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ao avaliar raizes de Byrsonima cydonifolia encontrou CIM de 703 pg mL*? frente a
espécies de Salmonela e E.coli, em extratos a 20 e 30% hidroalcodlicos. J& Cavalcante
(2011), encontrou valores entre 83 a 267 pug mL™ (S.typhi); 233 e 467 pg mL™* (E.coli);
133 e 367 pug mL* (S.aureus) e 303 e 333 pug mL* (E.faecalis), em extratos bruto de
folhas de Byrsonima e Inga edulis, respectivamente, a uma concentracdo de 50 mg mL™.

Tabela 4. Valores de Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos bruto e fracdes de
Byrsonima crassifolia e Inga edulis

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em ugES mL™ para extrato bruto
e fracdes de folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis

Matrizes i i
. Micro-organismos
vegetals Extratos/
fracOes S. Typhimurium E. coli S. aureus E. faecalis
E.B 100,00 100,00 500,00 500,00
Byrsonima crassifolia ~ F.M 12,5 12,5 125,00 125,00
F.M:A 50,00 50,00 250,00 250,00
E.B 200,00 200,00 500,00 500,00
Inga edulis F.M 12,5 12,5 125,00 125,00
F.M:A 25,00 25,00 125,00 125,00

Os niveis de CIM utilizados foram: > 1000 pg mL™? (inativo); CIM entre 500 e 1000 pug mL? (fraco); CIM
entre 100 a 500 pg mL* (moderadamente ativo); CIM < 100 ug mL™ (ativo).

Os resultados do presente estudo demonstram uma consideravel acdo dos extratos brutos
e fracdes, sendo necessarias baixas concentracdes para inibicdo dos micro-organismos
testados, principalmente os Gram-negativos (S. Typhimurium e E. coli). Deve-se levar
em consideracdo o fato de que existe uma gama de compostos atuando nessas matrizes,
podendo este efeito inibitério ser ainda maior a partir de uma purificacdo de compostos

de interesse, que possuem atividade frente as cepas microbianas.

Teste disco-difusdo ap6s Extracdo em Fase Solida (SPE)

Os extratos brutos e fragfes das duas matrizes apresentaram halos com atividade
antimicrobiana (=> 8mm) para todos os micro-organismos testados (Tabela 5). A fragéo
metanol apresentou 0s maiores halos tanto para os micro-organismos Gram-negativos
como para 0s Gram-positivos.

Esses resultados podem ser explicados pela maior concentracdo e purificacdo dos
compostos fendlicos presentes nos extratos brutos e fragcdes, ja que um dos principios

deste tipo de extracdo € a retirada de compostos interferentes e a concentragdo de
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compostos de interesse através do uso de diferentes solventes em contato com particulas
de adsorvente e amostra (QUEIROZ et al., 2000).

Tabela 5. Diametro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de disco-difusédo para o
extrato bruto e fraces de Byrsonima crassifolia e Inga edulis apds pré-purificacdo por
SPE

Halos de inibicdo (mm) para extrato bruto e fraces de folhas de Byrsonima
crassifolia e Inga edulis ap6s Extragdo em Fase Solida

Matrizes
Vegetais Extratos/Fracdes Micro-organismos
ug ES*/disco  S.Typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis
Byrsonima E.B (10,0) 9,00+0,2 9,20+0,2 12,00£0,1 11,1240,2
crassifolia F.M(12,9) 16,00+0,1 14,50£0,2 14,75+0,1 16,01+0,3
F.M:A(12,2) 12,00£0,2 12,88+0,2 12,60+0,1 12,54+0,2
E.B(9,0) 9,23+0,2 8,88+0,2 12,02+0,1 10,00£0,1
Inga edulis F.M(12,2) 15,56+0,2 12.89+0,3 15,89+0,1 13,95+0,1
F.M:A(8,0) 12,01+0,4 11,01+0,3 13,00£0,1 12,00£0,2
AMP 19,11+0,1 17,00£0,1
VAN 17,23+0,1 15,00+0,1

E.B= Extrato bruto. F.-M= Fra¢do metanol. F.M:A=Fragdo Metanol:4gua. AMP= Ampicilina (10 pg).
VAN= Vancomicina (30ug).

Os extratos brutos e fracdes das duas matrizes apresentaram consideravel efeito inibitorio
sobre as bactérias em estudo (Tabela 5), e em concentracdes equivalentes a ampicilina
(10 pg) e menores que a vancomicina (30 pg), utilizados como controle. Mais estudos
devem ser feitos para a melhor elucidacdo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais com compostos mais concentrados e purificados, para possivel utilizagdo como
antibidtico natural em substituicdo das drogas sintéticas utilizadas atualmente, que
apresentam cada vez menos efeito bactericida, pela resisténcia que 0s micro-organismos

tém adquirido ao longo dos anos.

Teste disco-difusdo para padrées de compostos fenolicos

Os resultados demostraram que o acido galico, acido ferralico, quercetina e miricetina
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de micro-organismos testadas,
comprovando seu potencial quando aplicados de forma isolada (Tabela 6). O mix dos
compostos fendlicos também apresentou potencial antimicrobiano, demostrando halos
maiores que 8 mm para 0S micro-organismos Gram-negativos como para os Gram-

positivos, evidenciando seu efeito sinérgico. Os compostos foram eficazes na formagao
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de halos inibitérios, pois estavam em uma concentracdo menor (2 pg) do que os padrdes
que foram utilizados como controle, ampicilina (10 pg) e vancomicina (30 pg).

A atividade antimicrobiana dos compostos fenolicos é variavel de acordo com a espécie
microbiana testada e estrutura da molécula. Em relagéo a sua estrutura quimica, o grau de
hidroxilacdo do composto é o fator de maior impacto na toxicidade para determinados
micro-organismos. No entanto, os mecanismos de a¢do destes compostos ainda ndo foram
totalmente esclarecidos (CAMPQOS; COUTO; HOGG, 2003).

Tabela 6. Diametro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de disco-difusédo para

padrdes de compostos fendlicos isolados e em forma de MIX

Padrdes de Halos de inibi¢do (mm)/ Micro-organismos
compostos
fendlicos S.Typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis
Acido Galico 7,004 8,0£0,3 8,004 9,004
Acido ferralico 10,0+0,1 10,0+0,1 12,0+0,3 10,0+0,3
Catequina 0,00 0,00 0,00 0,00
Epicatequina 0,00 0,00 0,00 0,00
Quercetina 9,0£0,3 9,0+0,1 8,5+0,1 8,0+0,2
Miricetina 12,0+0,2 12,4+0,3 16,0+0,3 14,0+0,2
MIX! 10,0+0,3 11,20+0,3 14,3040,2 13,11+0,1
AMP 19,21+0,1 17,34+0,1
VAN 17,00+0,1 15,45+0,1

Padrdes concentrados em 2ug por disco; Mix'= Juncdo de todos os padrées’AMP= Ampicilina (10 pg).
VAN= Vancomicina (30ug).

A miricetina foi 0o composto que apresentou maior capacidade de inibicdo, sendo
observados os maiores halos nas bactérias testadas, e proximos aos halos obtidos pelos
antibidticos padrdes quando testados frente a S. aureus e E. faecalis. A literatura relata
este composto como tendo uma potente atividade antimicrobiana quando encontrada em
matrizes vegetais (NANA et al., 2014; BHATTACHARYA, et al., 2016).

Perfil cromatogréafico

O perfil cromatografico de Byrsonima crassifolia e Inga edulis estdo representados nas
Tabelas 7 e 8, respectivamente. Constatou-se a presenca de catequina, epicatequina,
quercetina e acido ferralico nos extratos bruto e fracdes, além de &cido gélico presentes
nos extratos bruto das duas matrizes. Esses compostos, no entanto, apresentaram-se em

baixas concentragdes e ndo se encontraram dentro do limite da curva de calibragdo
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realizada para a quantificagdo dos mesmos. Apenas na fracdo metanol:dgua foram
quantificados os contetdos de catequina e epicatequina, fato que pode estar relacionado
ao solvente mais polar utilizado nesta fracdo, que segundo a literatura consegue uma
melhor extracdo de flavanois, classe de compostos fendlicos em que se encontram a
catequina e epicatequina (ALVARENGA, 2013). Os compostos majoritarios observados
na Byrsonima apresentaram tempo de retencdo de 20,30 minutos (composto 1), 17,58
minutos (composto 2),18,70 minutos (composto 3) e 23,00 minutos (composto 4), e para
Inga edulis tempos de 13,56 minutos (composto 1), 13,82 minutos (composto 2) e 17,2

minutos (composto 3), com picos de absor¢do em espectros ultravioleta em 350 nm.

Tabela 7. Concentracdo dos compostos fendlicos do extrato bruto e fragcdes de Byrsonima
crassifolia

Composto Classe de Comprimento  Tempode  Quantificacdo
Extratos e fracGes fenlico fenblicos de onda de retencéo dos compostos
leitura (nm) (min) (mgEM gES™)
Acido galico  Ac.benzdico 280 3,20 n.q
Catequina Flavanol 280 7,87 n.g
Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.g
Acido ferrdlico  Ac.cinamico 280 14,21 n.q
Extrato bruto Quercetina Flavonol 350 27,47 n.g
Composto B1 Flavonol 350 20,30 20,00+0,35
Composto B2 Flavonol 350 17,58 23,00+0,40
Composto B3 Flavonol 350 18,70 23,00+0,45
Composto B4 Flavonol 350 23,00 20,00+0,45
Acido galico  Ac.benzobico 280 n.i n.g
Catequina Flavanol 280 7,87 n.q
Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.g
Acido ferrdlico  Ac.cinamico 280 14,21 n.q
Fracdo metandlica Quercetina Flavonol 350 27,47 n.g
Composto B1 Flavonol 350 20,30 81,00+0,25
Composto B2 Flavonol 350 17,58 70,00+0,35
Composto B3 Flavonol 350 18,70 58,00+0,40
Composto B4 Flavonol 350 23,00 38,00+0,40
Acido galico  Ac.benzobico 280 n.i n.g
Catequina Flavanol 280 7,84 1,00+0,40
Fracédo Epicatequina Flavanol 280 10,39 1,00£0,35
metanol:a4gua Acido ferrGlico  Ac.cinamico 280 14,20 n.q
Quercetina Flavonol 350 27,41 n.q
Composto B1 Flavonol 350 20,30 36,90+0,50
Composto B2 Flavonol 350 17,58 39,10+0,50
Composto B3 Flavonol 350 18,70 25,00+0,45
Composto B4 Flavonol 350 23,00 23,80+0,45

Os desvios padrfes representam as variagbes nas concentracBes da andlise em triplicata. n.i=nao
identificado; n.g= ndo quantificado; nm= nanémetros; min=minutos; MgEM gES‘=miligramas
equivalentes miricetina por grama de extrato seco.
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Souza et al. (2007) encontraram concentracdes de 0,82; 9,67 e 25,43 mg EAG gES™
(miligrama equivalentes de &cido galico por grama de extrato seco) para acido galico,
catequina, epicatequina, respectivamente, em fracdes de extratos de Inga edulis. Dias et
al. (2010) ao avaliarem o perfil de folhas de Inga edulis observaram concentracdes de
1,98, 13,61, 6,32 e 1,76 mg g FS* (miligrama por grama de fragdo seca) para acido galico,
catequina, epicatequina e quercetina, respectivamente. Foram ainda identificados por
esses autores a presenca de procianidina B1, procianidina B2, quercetina

raminapiranosideo, miricetina nos extratos de Inga edulis.

Tabela 8. Concentracdo dos compostos fendlicos do extrato bruto e fragdes de Inga edulis

Comprimento

Quantificacdo

Extratos e Composto Classe de Tempo de
fracdes fendlico fendlicos d? onda de retencao (min) dos compostos
leitura (nm) (mgEQ gES™Y)
Acido galico  Ac.benzoico 280 3,20 n.g
Catequina Flavanol 280 7,87 n.q
Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q
Extrato bruto Ac. ferrdlico Ac.cinamico 280 14,21 n.q
Quercetina Flavonol 350 27,47 2,00£0,45
Composto 11 Flavonol 350 13,56 7,00£0,30
Composto 12 Flavonol 350 13,82 5,20+0,50
Composto 13 Flavonol 350 17,2 5,73%0,25
Acido galico  Ac.benzoico 280 n.i n.q
Catequina Flavanol 280 7,87 n.g
Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.g
Fracda Ac.ferralico Ac.cinamico 280 14,21 n.q
metanolica Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q
Composto 11 Flavonol 350 13,56 79,00+0,40
Composto 12 Flavonol 350 13,82 49,00+0,50
Composto 13 Flavonol 350 17,2 6,40+0,40
Acido galico  Ac.benzoico 280 n.i n.g
Catequina Flavanol 280 7,84 2,00+0,40
Epicatequina Flavanol 280 10,39 2,00+0,55
Fracda Ac.ferrilico  Ac.cinamico 280 14,21 1,00+0,45
metanol:agua Quercetina Flavonol 350 27,39 n.g
Composto 11 Flavonol 350 13,56 10,00+0,65
Composto 12 Flavonol 350 13,82 8,00+0,50
Composto 13 Flavonol 350 17,2 110,00+0,70

Os desvios padrfes representam as variagbes nas concentragcBes da andlise em triplicata. n.i=ndo
identificado; n.g= ndo quantificado; nm= nanémetros; min=minutos; mMgEQ gES‘=miligramas
equivalentes quercetina por grama de extrato seco.

Gordon et al. (2011), observaram a presenca de 19 tipos diferentes de compostos fenolicos
em Byrsonima crassifolia, incluindo o acido galico, proantocianidinas e derivados de
quercetina. Souza et al. (2008), observaram como composto majoritario em folha de Inga
edulis a miricetina-3-O-a-L-raminopiranosideo com concentra¢bes de 16,51 mg EAG

gES™? (equivalente acido gélico por grama de extrato seco). Assim como Dias et al.
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(2010), que observaram a miricetina-3-O-a-L-raminopiranosideo em concentracGes de
18,52 e 26,82 mg g FS* (miligramas por grama de frago seca).

A variacgdo na identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos é influenciada pela
natureza do composto, quantidade de metabolitos secundarios presentes na planta, o
método de extracdo empregado, o tamanho da amostra, o tempo e as condi¢es de
estocagem, o padréo utilizado e a presenca de interferentes (ANGELO, 2007).

Os compostos majoritarios presentes nas duas matrizes possivelmente estdo inseridos na
classe dos flavonadis, pelo tempo de retencdo e espectro de absorgdo, fato que pode estar
diretamente ligada a atividade antimicrobiana apresentada pelas matrizes, ja que
compostos dessa classe tém sido relacionados a inimeras propriedades biologicas,
inclusive atividade antimicrobiana (RAMOS et al., 2002; SOARES; PROENCA, 2008).
E necessario, mais pesquisas que possam identificar e quantificar os compostos fendlicos
presentes nessas matrizes vegetais, além do isolamento desses compostos por
cromatografia preparativa e avaliagdes de atividade antimicrobiana para elucidacdo de

sua eficiéncia de forma isolada e em sinergismo com a matriz vegetal.

CONCLUSAO

Os extratos brutos e fracdes metandlica e metanol:agua apresentaram atividade
antimicrobiana nas duas matrizes no teste de disco-difusdo, em concentracfes menores
do que a utilizada nos antibiéticos padrdes, apresentando valores de CIM com potencial
ativo a moderado para as fracdes metanolica e metanol:dgua e potencial moderado para
0s extratos brutos. A técnica de SPE conseguiu purificar/ concentrar maiores conteidos
de compostos fendlicos apresentando halos de inibicdo satisfatérios para todos os micro-
organismos testados. Os padrdes de compostos fendlicos, com excecdo da catequina e
epicatequina, apresentaram atividade antimicrobiana para todos os micro-organismos
testados. Na analise cromatogréafica foram identificados 4 compostos majoritarios para
Byrsonima crassifolia e 3 para Inga edulis, pertencentes possivelmente a classe dos
flavonois. De forma geral, as matrizes vegetais apresentam-se com um enorme potencial
antimicrobiano, necessitando, mais pesquisas para isolamento e purificagdo desses
compostos e sua influéncia sobre as bactérias, para possiveis utilizagdes como por

exemplo, formulagdo de antibidtico natural em substitui¢do das drogas sintéticas.
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