({CH UNIVATES

MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA

AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIBACTERIAN A
DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS DE PLANTAS DA
FAMILIA MYRTACEAE FRENTE AO MICRO-ORGANISMO Escherichic
coli.

Paula Bianchetti

Lajeado, fevereiro de 2014




Paula Bianchetti

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIBACTERIAN A
DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS DE PLANTAS DA
FAMILIA MYRTACEAE FRENTE AO MICRO-ORGANISMO Escherichia

coli.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Biotecnologia, do Centro
Universitario Univates, como parte da exigéncia
para a obtencdo do grau de Mestre em

Biotecnologia.
Orientador: Prof® Dr. Eduardo Miranda Ethur

Co-orientadora: Prof2 Dra. Simone Stulp

Lajeado, fevereiro de 2014



“A morte do homem comeca
no instante em que
desiste de aprender”

(Albino Teixeira)



AGRADECIMENTOS

A minha familia, pelo apoio incondicional, amizag@ciéncia, compreenséao, incentivo na

busca pelos meus ideais, respeito e amor, virtgaesao o norte da minha vida.

Ao meu orientador Prof. Dr. Eduardo Miranda Ethyque além de orientador e exemplo de

profissional, foi sempre um grande amigo.

A minha co-orientadora Simone Stilp, pela dispdiddie, dedicagcdo e exemplo de

profissional, pela paciéncia e amizade.

Aos amigos do Nucleo de Eletrofotoquimica e matenmliméricos e do Laboratério de
Produtos Naturais que sempre estiveram presenéesuwindo durante este trabalho.



RESUMO

Escherichia coli (E. coli)é¢ uma bactéria enteropatogénica que ocorre natemamna
microbiota intestinal, sendo que seefeitos patogénicos ocorrem, principalmente, por
inadequado tratamento dos alimentos, tanto no gsocge cozimento como nos processos de
higienizacdo. Como resposta a infecgcéo por estatmocorrem diarreias e desidratacdo que
podem levar ao o6bito. Na cultura popular é comunutibzacdo de plantas com fins
medicinais para obter a cura de patologias, nonemtd necessario que sejam realizados
estudos sobre as plantas a serem utilizadas, lagispresentam uma grande e diversificada
gama de compostos. Entre eles se podem citar ogosbos fendlicos que sao os principais
metabolitos secundarios das plantas. As plantdarddia Myrtaceaesdo muito conhecidas
pela sua composicdo quimica, que envolve uma sdante quantidade de compostos
fendlicos, estes estdo relacionados a acdo antipicra de diversos extratos de plantas. O
objetivo deste trabalho foi quantificar os compsstienolicos por espectrofotometria,
identificar a atividade antioxidante por voltametciclica avaliar o potencial antimicrobiano
contra a bactéri&. coli de extratos aquosos e etandlicos das plaBtagenia anomala
Eugenia arenosafEugenia pitangae Psidium salutaretodas da familiaMyrtaceae Os
resultados obtidos demonstraram que os extratoslagkis de todas as plantas apresentam
atividade antioxidante sobre o eletrodo de carhatmeo e eletrodo de Co-ftalocianina, sendo
que 0s extratos aquosos e etandlicos Edapitanga e P. sautare apresentaram acao
antioxidante mais eficaz que as demais plantasudiq que os melhores resultados obtidos
para a atividade bacteriostatica foi de 2,5 mg/mlap extrato etandlico de arenosae para

0 extrato aquoso dE. pitanga e a menor concentracdo da atividade bactericdad 10

mg/mL para o extrato aquoso Eearenosa

Palavras-chavesyrtaceae, Escherichia colgtividade antimicrobiana, compostos fendlicos,

voltametria ciclica.



ABSTRACT

Escherichia coli(E. col) is an enteropathogenic bacterium that occursralftuin the
intestinal microbiota, and their pathogenic effemtsur mainly by improper handling of food,
both in the cooking process as in the process ednthg. In response to infection by this
bacterium diarrhea and dehydration which may leadigath occur. In popular culture is
common to use of medicinal plant with purposesngugonditions, however it is necessary
for studies on the plants to be used are madee shey have a wide and diverse range of
compounds. Among them can be mentioned phenolipoands that are the main secondary
metabolites of plants. The plants of thgrtaceaefamily are widely known by its chemical
composition, which involves an interesting amouinpleenolic compounds, these are related
to antimicrobial action of various plant extractéie objective of this study was to quantify
the phenolic compounds by spectrophotometry totifyethe antioxidant activity by cyclic
voltammetry to evaluate the antimicrobial activagainst E. coli bacteria from water and
ethanol extracts of plantsugenia anomala, Eugenia arenoBagenia pitangaand Psidium
salutareall the Myrtaceaefamily. The results showed that the extractslostadied plants
have antioxidant activity on the glassy carbontetele and Co-phthalocyanine electrode, and
the water and ethanol extractskofpitangaandP. sautareshowed more effective antioxidant
that other plants. While the best results for bauséatic activity was 2.5 mg / mL for the
ethanol extract oE. arenosaand the water extract &. pitanga and the lowest concentration

of the bactericidal activity was 10 mg / mL for agus extract oE. arenosa

Keywords: Myrtaceae, Escherichia coliantimicrobial activity, phenolic compunds, cyclic

voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Conforme o relatorio anual de desenvolvimento @&32 no ano de 2012 mais de
1.600 criangas menores de cinco anos de idade faradhito diariamente por doencas
diarreicas, sendo responsavel por 9% das mortesederes de 5 anos no mundo. Em 2012
representou uma perda de mais de 580 mil criangld$CEF, 2013). As causas mais sérias
que acometem o quadro de diarreia sdo aquelasiad®®@ desidratacdo e a persisténcia
dessa, que em casos de desnutricdo pode exarcehsdom de desidratacdo, levando ao
aumento da fragilidade do acometido e do periodootwalescenca (MARANHAO et al.,
2008).

Os micro-organismos sao indicadores de condicdggnicas. A contagem de
coliformes é muito utilizada nas analises de altoerratados termicamente, sendo que a
presenca de bactérias Gram-negativas € o indicdévoatamentos térmicos inadequados ou
provavel contaminacdo posterior. Podendo ser digiddm coliformes totais, que avalia
condicOes higiénicas e em termotolerantes que anaideficiéncia de condi¢cdes higiénico-
sanitarias, sendo queEa coli € o micro-organismo indicador de contaminacéoa Estma
bactéria de facil isolamento em meios de cultuyreesenta-se mais resistente e esta presente
naturalmente na microbiota intestinal, sendo qumrgaminacdo poE. coli tem causado

graves problemas de saude publica pelo mundo(NATAR@PER, 1998).

Esta bactéria apresenta diferentes sorotipos,osene a maioria das cepas sao
inofensivas, contudo algumas podem causar gravescds. A contaminacdo pode ocorrer

pelo consumo de alimentos contaminados, principaiendeites e carnes crus ou que
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passaram por processos inadequados de preparo. @Baksas de higiene garantem o
consumo seguro dos alimentos sem contaminacdo Eporcoli (SES-RS, 2011). A

contaminacdo em pequenas quantidades podera lefelirey vasodilatacédo, ativacdo de
resposta imune e inflamatoria, enquanto que emdgsnontaminacdes ocorre exacerbacao

dos sintomas, septicemia, podendo levar o pacanthoque (ALTERTHUM, 2002).

A utilizacéo de plantas com fins curativos é uméiga comum e crescente, na busca
por novos compostos que apresentem eficacia climicaducdo de efeitos colaterais. A
contaminagao alimentar por micro-organismos pategérafeta, principalmente, a populacao
de paises em desenvolvimento, a falta de servigsgds a essa populacdo, assim como a
dificuldade de instrumentalizacdo adequada dosealios e agua a ser ingerida levam a
contaminagéao (VIEIRA, 2001).

Assim, descobrir novos compostos, para auxiliacoatrole de tais contaminacgdes,
pode trazer melhorias a qualidade de vida e redde&estados de morbidade e mortalidade
causados por estes micro-organismos. Sendo quemposi¢cdo quimica das plantas ha
presenca de diversos metabdlitos secundarios gsi@m acdo antioxidante relevante, como
€ 0 caso dos compostos fenodlicos que apresentam agfoxidante (BIANCHI E
ANTUNES, 1999).

A acao antioxidante presente em varios produtosridiem vegetal possui o potencial
de neutralizar ou inibir a agao dos radicais liveesompostos oxidantes. Os radicais livres
possuem um elétron a menos na ultima camada, db#iesindo as reacbes normais do
organismo, sendo assim 0s antioxidantes estdo @starde acdo no organismo humano,
havendo a necessidade de quantidades suficientas quee se mantenha o equilibrio
eletrdnico e ndo ocorra a existéncia de quadrasdquatos (BIANCHI E ANTUNES, 1999;
MORAIS et al., 2009).

Verifica-se que as membranas celulares séo umcdogponentes celulares mais
atingidos pela acdo de compostos oxidantes presembe organismo (FERREIRA E
MATSUBARA, 1997). Sendo que a peroxidacdo lipidieao crescimento de micro-
organismos em alimentos resultam na rancidez ericletedo, tornando o alimento
inadequado para o consumo humano, geando divembpostos que contribuem para a
patogénese de algumas doencas, como cancer, Esyes® doencas alérgicas (IBRAHIM et
al., 2011).
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Por isso cuidados com a manutencdo da qualidaslgomalutos torna-se essencial.
Assim as industrias farmacéutica, cosméticas eealiitia possuem grande interesse na
producdo de compostos antioxidantes, pois estesnpambnferir estabilidade ao produto.
Sendo ainda importante salientar que a populacgairad uma cultura de automedicacéo,
como o0 uso exacerbado de antibidticos, proporcidmassim resisténcia a diversos micro-
organismos, logo ha a necessidade de desenvohdrdemovos farmacos que acabem com a
proliferacdo dessas bactérias. Nos ultimos anassigténcia microbiana a antibioticos tem
sido um dos grandes problemas de saude publica BBGDI E GILMAN, 2006).

Recentemente ocorreu na Alemanha a contaminacasmde fazenda organica de
brotos de feijao poE. coli, surto este que afetou a infectou cerca de 3 es@as em 12
paises, havendo a morte de 31 pessoas. Houve wongessso econdmico até a descoberta
da origem da contaminacédo, estima-se que o pregrizduncdo das perdas passaram de 1
bilhdo de euros (ESTADAO, 2011). A contaminacgaormopela estirpe da bactéri, coli
entero-hemorragica (EHEC), que provoca diarreiasadnggicas e outros sinais de infeccao
desta bactéria (G1, 2011).

Verifica-se que a contaminagéo de alimentos porayocganismos patogénica ocorre
com frequéncia. Em estudo realizado por Kumaramal.e{2010) foi possivel verificar a
presenca da bactéira coliem locais de manipulacdo de peixes crus, havenutlarminacao
em frutas e verduras dos locais proximos, sendoagueolonias encontradas 56,25% eram
resistentes a ampicilina. Outro estudo realizadd-ertaleza com 24 amostras de peixes crus,
demonstrou que 62,5 % dos peixes estavam contaosnamm coliformes termotolerantes
(GASPAR et al, 1997).

Logo o estudo de novas plantas que demonstrem giatteerapéutico € de extrema
importancia para a descoberta de novos compostespqasam auxiliar no combate a
intoxicacdes por micro-organismo patogénicos, owdlai que possam demonstrar diferentes

potencialidades terapéuticas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias alimentares patogénicas

Vérias patologias que afetam a salde publica apeseorigem microbiana, em
especial bacteriana, sendo que geralmente a a@ides doenca ocorre por contato direto,
com objetos inanimados e /ou alimentos contamingd@MASHITA et al, 1993). A
globalizacdo permite que as contaminagcbes se dissemcom muito mais facilidade e
rapidez (BALBANI E BUTUGAN, 2001). A persisténcia @imento da contaminagao
alimentar por agentes microbianos, pode ser askbeia fato de criadores fazerem uso de
antimicrobianos para auxiliar no crescimento e egale aves e suinos, levando a uma

maior resisténcia e variabilidade microbiana (SANZE1999).

As principais bactérias que contaminam alimes&asdividas em subgrupos pela sua
acao, produtoras de toxinas pré-formado€estridium botulinum, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus;produtoras de toxinas na luz intestingibrio spp, E. coli produtora de
toxina Shiga, E. coli enterotoxigénicanvasoras do epitélio intestinaBalmonella spp,
Campylobacter spp, Yersinia spp, Shigella spp, Bli enteroinvasiva, Listeria
monocytogenedBALBANI E BUTUGAN, 2001).

O grupo das enterobactérias compreende o0s bastor@tam-negativos, nao
esporulados, méveis por flagelos peritriquios oovens, capsulados ou ndo, que vegetam nos
meios comuns, reduzem 0s nitritos e nitratos edatam rapidamente a glicose com ou sem
producdo de gas. Seu habitat € o intestino normahktologico, sendo que no homem doente

pode ocorrer fora do intestino, como por exemplm,sangue, na urina, entre outros. As
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enterobactérias se dividem em grupos de interessdicy que sdo: coliforme, paracoli,
tifilico paratifilico-disentérico e proteus (BIER975).

A bactériaE. coli (figura 1) da familia das enterobacterias, género escherighia
espécie Escherichia coli, foi descrita em 1885, por Theodor von Escherichh so
denominacdo ddBacterium coli communeApresenta-se como bastonete Gram-negativo,
apresentando ocasionalmente formas filamentosagngdo ser moveis ou imoveis. Tem a
capacidade de rapida fermentacéo da glicose e ahatoim producéo de acido e gas (BIER,
1975).

Figura 1 — Bactérigscherichia colampliada 10.000x

Fonte: http://emu.arsusda.gov/default.html

Esta bactéria apresenta facil cultivo em laborat@ empregada como indicador de
contaminacéao termotolerante, facilita a digestdoppoduzir vitamina K no intestino grosso,
apresenta duas enterotoxinas, uma label ao cateya a desregulagdo dos ions cloro do
intestino e outra termoestavel que contribui pardoanca diarreica (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1996; ACTOR, 2007E. coliapresenta 4 doencas etiologicamente diferentesape
definidas pelos sintomas clinicds; coli enterotoxigénica (ETEC) esta relacionada com a
“diarreia do viajante”E. coli enteropatogénica (EPEC) relacionada com a diammé&atil,
em que h& destruicdo das microvilosidades sem dovde patdgeno, apresenta sintomas
como: febre, diarreia, vomito, nauseas e sem feaaguinolentask. coli enteroinvasiva
(EIEC) causa disenteria indistinguivel da shingel@isacilo patogénico) e B. coli entero-

hemorrdgica (EHEC), causa colite hemorragica camaetla por diarreia copiosa
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sanguinolenta com poucos leucdcitos e sem presienighore (ACTOR, 2007). Encontrada
normalmente na flora intestinal, atua como micgaarsmo comensal, impedindo a
proliferacdo de organismos patdgenos, estando assinmm contexto benéfico ao organismo
humano, no entanto . coli apresenta-se como um micro-organismo oportunistacqusa
doenca em hospedeiros suscetiveis, sendo queeagdrs podem ser disseminadas por todo
0 organismo (SOUZA, 2006; NATARO E KAPER,1998).

Conforme a Secretaria Estadual de Saude (201dgnwole de contaminacao pBr
coli é realizado através da desinfeccéo de vegetaimerabs que sdo consumidos na forma
crua, atraves de solucdo clorada e pelo devidanmo#d dos alimentos a 70 °C. As boas
praticas de higiene em locais de manipulacdo deealios também deve ser observadas,

como.

- lavagem adequada das maos antes de preparar,caetacar os alimentos, apos o uso do

banheiro, contato com animais e apds manipularalios crus;

- pessoas que apresentarem sinais de contaminam@o, diarréia ou vémito, ndo devem

tocar em alimentos;
- selecao do alimento, retirando partes do prodateriorado e sem condi¢cdes adequadas;
- lavagem adequada dos alimentos;

- enxague dos alimentos com 4gua potavel.

2.2 Compostos naturais

Vérias pesquisas sao realizadas com plantas, adiravaliar as suas propriedades
quimicas e bioldgicas, no entanto, este ainda écampo que apresenta deficiéncia de
estudos, considerando que a diversidade molecoigrlantas é em torno de 40% maior do
qgue em fontes sintéticas, assim este se torna umpacale pesquisa bastante promissor
(YUNES E CALIXTO, 2001).

A utilizagdo de plantas nativas pode ser umardtera economicamente viavel e de
facil acesso a populacdes locais e de renda eedfidrias plantas possuem utilizacao popular,

no entanto algumas deixam de ser utilizadas pta tié conhecimento de seus potenciais
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terapéuticos. Conforme a Organiza¢cdo Mundial da&&MS), 80% das pessoas dos paises
em desenvolvimento dependem de plantas com fincmai$ para suas necessidades basicas
e cerca de 85% da medicina tradicional envolvalizagéo de plantas ou extratos (BRASIL,
2006).

A utilizacdo de plantas € uma das mais antigasydsrde pratica medicinal da
humanidade, sendo que no Brasil, as plantas da flativa necessitam de estudos sobre a
comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicasidesando que sua utilizacdo esta
fortemente vinculada ao uso popular (VEIGA et2005).

Estima-se que em torno de 80% dos farmacos s&@ementes direta ou indiretamente
de produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 200@dd?ser citar como farmacos advindos
da natureza o analgésico morfina e o antibidticogiea. As terapias medicamentosas anti-
cancer tem em torno de 60% de seus farmacos atmgnde plantas com fins medicinais
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Um fator de extrema relevancia para a ocorréneiaampostos ativos da planta é a
época de coleta, considerando o fato de que seadditomtes ativos ndo sdo constantes
durante todo o0 ano, ou seja, podem ocorrer vars&agdeonais no conteudo de praticamente
todas as classes de metabolitos secundarios, nofadons pelo estagio de desenvolvimento,
exposicdo a diferentes temperaturas, radiacdo iBgoribilidade de agua, composicao
atmosférica, sazonalidade, ritmo circadiano, noteg presentes no solo, ataque de insetos e
micro-organismos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

2.3 Metabdlitos secundéarios

Os metabdlitos secundarios sao respostas do nistabovegetal a interacdo com o
meio ambiente o qual as plantas estdo expostasne kesultado hi a producéo de diferentes
compostos que em geral propiciam protecéo a p(&iaCHAN, 2001).

As reacgfes que formam esses metabolitos ocormawvéatde rotas metabolicas, pois
ha o aproveitamento de nutrientes celulares, aseimo a acdo de enzimas especificas
(NELSON E COX, 2011). Os metabdlitos secundariaspem estrutura molecular complexa
e apresentam baixo peso molecular, tem fungbesrianes, tanto no metabolismo vegetal,

como quando utilizado em outros organismos, sengoggralmente ocorrem em pequenas
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concentracdes nas plantas (BERG et al., 2004).

Os flavonoides sdo uma importante classe de méatab&ecundarios e ja foram
identificadas mais de 8.000 substancias pertercemteste grupo. Como demonstrado na
Figura 2, apresentam um nucleo fundamental comtdrias de carbono, formado por dois
anéis aromaticos ligados entre si por uma cadeidré&ge atomos de carbono (C6-C3-
C6)(ROBBERS et al., 1997).

Figura 2 - Estrutura basica dos flavonoides

Os compostos se diferem pelo nimero e pela posigdogrupos substituintes nos
anéis A, B, C, além da presenca ou ndo da dupgdm da carbonila do anel C, podendo
ainda ser encontrados derivados glicosados, mesilaacetilados, prenilados ou sulfatados
(SIMOES et al., 2004). Apresentam variacéo da djéldgica entre elas anti-inflamatoria,
antioxidante, antialérgica, antitrombdética, antivie atividade anticarcinogénica (GARCIA-
LAFUENTE et al., 2009).

Um exemplo da variabilidade deste grupo ocorra pridacdo da cadeia heterociclica
do pirano, sendo que a ocorréncia deste eventoalelweersas classes de flavonoides, como:
antocianinas, flavonéis, flavonas, isoflavonasydteonas e flavanas (ARAUJO, 2008;
YUNES E CALIXTO, 2001).

Assim diversos metabdlitos secundarios importargée derivados de grupos
fendlicos, como as ancitocianinas, que sdo glieosidque apresentam em sua estrutura
quimica um residuo de acucar no carbono 3, sendoaghidrélise gera um glicidio e a

aglicona (antocianidina). Sao responsaveis pelaragdo de frutas vermelhas e vegetais
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verdes escuros (PEREIRA E CARDOSO, 2012).

Outra classe importante de compostos fendlicos @siotaninos, na Figura 3
demonstrada a oenoteina, tanino presente nas fdégstangueira, estes compostos sao
responsaveis pelo sabor adstringente dos alimeséus, hidrossolUveis, mas possuem a
habilidade de formar compostos insollveis em agiaadp associados a alcaloides, gelatinas
e outras proteinas. Sua acdo esta relacionadas riw@riedades: complexacdo com ions
metalicos, atividade antioxidante sequestradora radicais livres e capacidade de
complexacdo com macromoléculas como as proteirdg@ E ITO, 2011 SIMOES et al.,
2004).

Figura 3 - Estrutura quimica da oenoteina, tanimesgnte nas folhas da pitangueEadenia
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As saponinas apresentam propriedades detergestefaetantes, nas plantas tem acéo

no crescimento e defesa contra insetos e patégdhmsorganismo humano tem acdo
antioxidante, sendo que se ligam a sais biliareslesterol, impedindo a absorcdo, possuem
ainda acao citotoxica agindo nas células tumoREREIRA E CARDOSO, 2012).

Assim 0s metabolitos secundarios das plantas sféia umportante classe de

bioprodutos, apresentando em geral, acfes de améazorganismo humano.
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2.4 Familia Myrtaceae

A familia dasMyrtaceaesao as mais importantes e abundantes encontrada=asig
especificamente na mata Atlantica. Apresenta 18p@aes no Brasil, sendo encontradas 109
espécies que ocorrem de forma natural em solo gg&&NTOS, 2012).

Uma das grandes dificuldades para o estudo desséa de plantas esta relacionado
com o grande numero de identificacdes genéricapldasas, o que acaba desencorajando
varios pesquisadores (LAMDRUM E KAWASAKI, 1997) haumeras alteracbes nas
classificagbes internas dessas plantas demonstrassilm a variabilidade das mesmas
(SANTOS, 2012).

As plantas nativas pertencem a subfamilia Myr@ideonstituida apenas pelas
Myrteae, dividida em trés subtribos: Eugeniinaeciimar e Myrtinae. No Brasil, os géneros
mais importantes sa®sidium, Myrciaria, Martierea, Campomanesia, Pai@a&yzigiume
Eugenia(CONSOLINI et al, 1999).

O géneroEugenia é composto por 400 espécies, um dos maiores daigami
Myrtaceae sendo um género com muitos compostos fendlicasnoc os taninos e
flavondides, apresentando assim uma interessaéteantioxidante. E encontrada no Brasil,
Argentina, Uruguai e Paraguai. (EINBOND et al, 208K 6CHER et a] 2005; CONSOLINI
et al, 1999). O géne®@sidiumtem entre 110 a 130 espécies, por toda Amércaalppendo
um maior numero de espécies desde a Amazonia Std do México (FRANZON et al
2009).

2.5 Antioxidantes

Os organismos vivos interagem com 0 meio ambi@mtéa como objetivo primordial
a preservacao da sua espécie. O organismo promlazeiularmente moléculas bioativas com
capacidade oxidativa, estas dependentes do oxig@gjoLogo a presenca de,@rna-se

vital para o desenvolvimento de organismos e parordinuidade das espécies, estas
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dependentes do oxigénio, produzindo assim reacgéesxdreducdo nos organismos Vivos
(OHARA, 2006).

Essas reacfes causam lesdes celulares variadasddea diversas consequéncias,
como: inativacdo enzimatica, mutacdes, ruptura aenionanas, morte celular, podendo
provocar doengas, envelhecimento precoce e falta pdetecdo dos organismos
(WINTENBOURN, 2008; MIELNIK et al., 2008).

O organismo produz seus proprios antioxidantesprderados enddégenos, no entanto
0 crescente aumento de situacdes que ativam s@siagddantes no organismo faz com que
esses nao sejam suficientes, sendo assim, a supég@e torna-se um bom mecanismo de
acdo contra as possiveis lesdes causadas pelosaisadivies no nosso organismo
(BARREIROS et 312006 CERQUEIRA et al2007).

O oxigénio no estado fundamental é um agente otadate reage lentamente com
compostos que ndo possuem elétrons desemparell@gmele ndo reage com a maioria dos
componentes celulares. No entanto a reacdo comd®nsetal de transi¢cdo resulta em uma
variada producdo de reacbes oxidativas, estas padierar reacbes em cadeia e atacar
biomoléculas (FERREIRA E ABREU, 2007).

A utilizagédo de agentes antioxidantes para a pras@o e manutencao da qualidade de
um produto é uma pratica crescente, estudos derapnst utilizacdo de produtos para
amenizar a oxidacado de carne de frango, como @ooegalvia e alecrim (SYMEON, 2010)

Os polifendis séo constituintes de um grupo hetareg de antioxidantes (VARGAS
et al., 2008), apresentando uma potente acdo manqm&o de reacdes oxidativas, apresentam
propriedades anti-inflamatoéria, anticarcinogénicantiaterogénica, antitrombolitica,
antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora (WOLBGA ANKLAM, 2000).

Ha diversas técnicas de avaliacdo antioxidante&an@o conforme a especificidade do
composto estudado, o0 método de reducédo do radRBHD>e muito difundido, por apresentar
praticidade, facilidade metodoldgica e estabilidades reagbes. O DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organiastavel, de cor violeta, que possui absorcéo
na faixa de 515-520 nm. A reducdo do radical DPPkhalitorada pelo decréscimo da
absorbancia durante a reacdo, € uma técnica quseaps vantagens na utilizacdo de
solventes organicos (PRADO, 2009).
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Técnicas eletroanaliticas (técnicas eletroquinpitére aplicacdo em diferentes areas
do conhecimento, como: medicina, bioquimica, bi@ognolecular, quimica ambiental e
fisico-quimica (TODD et al, 199&LEXIOU E LEVER; 2001), pois propicia informacdes
das propriedades da substancia a ser analisada, lasy técnicas eletroanaliticas se
apresentam como uma ferramenta importante parasande compostos orgéanicos e
inorganicos. Apresenta tempo reduzido para red@adas andlises, baixo custo de
instrumentalizacédo, assim como a sensibilidadetélasicas eletroanaliticas, em relacdo a
interferentes, possibilitam boas aplicacdes daidgaem ciéncias ambientais, biologicas e de
alimentos (GIROTTO E PAOLI, 1999).

7

A voltametria ciclica é utilizada em diversas arpasa estudos de processos de
reducdo e oxidacdo em varios meios, de adsorcasuperficies de eletrodos quimicamente
modificados (SKOOG et al, 2002), é uma técnica gemfica a oxi-reducdo de solucoes,
quando submetida a uma variacdo continua e cigécpotencial (BARD E FAULKNER,
1980).

Estudos antioxidantes com técnicas eletroanaitiesn que, € possivel monitorar a
presenca de peroxido de hidrogénio, tem demonstrae€@ utilizacao de eletrodos impressos
modificados de cobalto-ftalocianina, apresentantaaea leitura do analito (SERGEYEVA
et al, 1999; CHAVE et al, 2003; CEKEN et al, 201&}écnica de determinacdo antioxidante
apresenta a capacidade de verificar a oxi-redugdsutbstratos, a utilizacdo de eletrodos
especificos pode auxiliar na verificagcdo de talepoial, como o eletrodo de colbalto-
ftalocianina que possui a capacidade de captaesepca de peroxido de hidrogénio presente

em determinada amostra.

Eletrodos modificados séo utilizados para a détedg composto especifico, sendo
assim possivel avaliar diferentes potencialidadediférentes materiais, como demonstrados
no estudo da avaliacdo da atividade antioxidanteAwhgca montanacom eletrodos de
colbalto-ftalocianing neste estudo observou-se a reducdo dos niveisemigo com a
utilizacdo do ultrassom terapéutico, logo a plaaypeesenta acdo de captura deste radical
(BIANCHETTI E STULP, 2011).

Hilgemann et al (2013) estudaram a utilizacdoaltametria ciclica para a verificacdo
da atividade antioxidante. Utilizaram eletrodoscdebono para a avaliacdo de trés infusdes

(chés), verificaram que a voltametria ciclica pmeecer informacgdes sobre os constituintes
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do substrato estudado assim como informagdes rek/gobre a capacidade antioxidante.
Demonstram que a utilizacdo de eletrofotoquimica padeteccdo desta atividade apresenta
suas vantagens e desvantagens, assim como owmamséde deteccdo que existem, entre as
vantagens a rapidez do teste, a utilizacdo de pguaatidade de amostra e verificacdo da

acao antioxidante, mesmo que o extrato esteja.turvo

Eletrodos modificados de ouro apresentam boa ibdtale, no entanto podem ser
facilmente atacados pelo oxigénio livre dos radidares, logo podem ser utilizados para a
avaliacao antioxidante por reacao Fenton. Observa¥rs relacdo cinética de acdo do extrato
em relagdo a sua concentracdo, quanto maioresnasntcacées mais estaveis as reacoes,
menos ataques ocorrem (HILGEMANN et al, 2010).

Carvalho et al (2013) demonstram que a utilizagdanétodos que se baseiam em
reacao direta de antioxidantes sdo importantesi@josas pois demonstram a acao exclusiva
do composto, sem que ocorra acdo de reacdes seeasndé@ paralelas observadas no
organismo. O que pode ser visto como uma vantagem yerificacdo da acdo antioxidante

total do composto frente a determinado radical.

Assim a presenca de compostos antioxidantes ramisrgo ou sua utilizacdo para a
protecdo de alimentos que venham a ser consumgdds, extrema importancia, evitando
possiveis contaminag¢des por micro-organismos oii@wo no combate a estas.

2.5.1 Reacg0bes Fenton

No fim do século XIX Henry John Horstman Fentorsaferolve ensaios que
atualmente sdo conhecidos com reacdes Fentontiadestes estudos foi concluido que o
peréxido de hidrogénio e sais de ferro poderiandarx¢ompostos organicos, acidos tartarico
e malico (FENTON, 1894), conforme segue a equag@mlque, a resposta a rea¢do Fenton e

a formacéo de radical hidroxila.

Equacéo 1 F& + H,0, — Fé'+OH + OH
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Essa reacao resulta em um elevado potencial deeducao, que ataca grande parte
das espécies presentes em um soluto, essas reagdepidas e inespecificas. O excesso de
peréxido de hidrogénio combinado a utilizacdo d& Fera outros radicais com potencial
oxidante, como a hidroperoxilZOH) e o anion superoxido 0, como seguem as equacdes
2 e 3 respectivamente (AGUIAR et al., 2007).

Equacao 2 F8+H,0, — Fé +HO, +H"

Equacéo 3 FE+HO, — Fé'+H +0,

Em organismos humanos os metais, ferro e col@) eslacionados com a formagao
de radicais hidroxila, que estao diretamente ligaaemportantes doencas (BARREIROS et
al., 2006). Logo, reacOes de metais de transic@o defaiominadas pseudo-fentons, elas
seguem padrées semelhantes as reacbes Fenton (SA0¥A), sendo que em organismos
vivos ocorrem de forma muito rapida, pois ha didpiidade de ions superoxido e peréxido
de hidrogénio, formando radicais hidroxila. Quardoa disponibilidade desses metais de

transicdo ocorrem reacdes como descritas nas ezpidg3.

Grande parte do ferro encontrado em organismosihosnesta ligado a hemoglobina,
no entanto uma pequena quantidade deste metatlifpanivel no citoplasma o que pode
favorecer uma reacao Fenton e assim favorecer raaf@o de hidroxilas (YOUNG E
WOODSIDE, 2001).

Logo e necesséria a presenca de antioxidanteprgueovam a reducdo destes ions
gue agridem o organismo, sejam eles enddgenosxdmemos. Os compostos antioxidantes
podem apresentar diversas fun¢des no organismo: gootecao seja do organismo vivo ou a
deterioracéo de produtos de origem animal, assmogaromover a facilitacdo de combate a

doencgas e micro-organismos presentes no organismarfo.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiares @éxtratos aquoso e etandlico de
plantas da familidyrtaceaefrente ao micro-organismie. coli.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliacdo qualitativa das principais classes detaimolitos secundarios presentes nos

extratos aquoso e etandlico de plantas da faMilidaceae por screening fitoquimico

- Quantificar polifendis totais nos extratos etawk aquoso de plantas da famWMgrtaceae
nativas do RS.

- Avaliar quantidade total de flavonoides nos drgatanolico e aquoso de plantas da familia

Myrtaceaenativas do RS.

- Avaliar atividade antioxidante nos extratos et@oée aquoso de plantas da familia
Myrtaceaenativas do RS, por voltametria ciclica.

- Avaliar atividade antimicrobiana das amostraseggatos etandlico e aquoso das plantas

estudadas.



4 METODOLOGIA

4.1 Material Vegetal

4.1.1 Coleta e identificagéo

O material vegetal foi coletado no municipio degkkete/RS, no més de setembro de
2012, levando-se em consideracao os fatores qamadsterferir na coleta, como estacao do
ano e clima, foram utilizadas plantas do mesmaogerile coleta, levando em consideracao
que este trabalho ndo visa avaliar a sazonalidagessiveis interferéncias que épocas
diferentes possam interferir na amostra final. Qen vegetal foi identificado pela biéloga
Prof. Dra. Elisete Maria de Freitas, e o matar@lcherfoi depositado no herbario do Centro

Universitario Univates.

As plantas utilizadas no estudo for&ngenia anomala D. LegrandH{AT4083),
Eugenia arenosa MattogHVAT4173), Eugenia pitanga (O. Berg) Nie(HVAT4052) e
Psidium salutarevar. sericeum (Cambess) Landrum (HVAT4051), nasréig 4, 5, 6 e 7

detalhes das plantas utilizadas, como flor, fruttalieas.

Figura 4 — Folhas e flores (a) e fruto (b) da @&nigenia pitanga (O. Berg) Nied
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Figura5 —Folhas e fruto (a) e flor (b) da plarEagenia anomala D. Legrand

Figura 7 — Fruto e folhgg) e folhas da plantBsidium salutare var. sericeum (Cambess)

Landrum

4.2 Obtencgao dos extratos

A obtencao dos extratos segue metodologia realigeldalaboratério de pesquisa em

gue os estudos estao sendo realizados.
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4.2.1 Extrato etandlico

O extrato etandlico foi obtido por maceracéao test4a frio). Como solvente foi
utilizado alcool etilico 90%. As folhas da espéedgetal foram reduzidas a fragmentos de
pequena dimensao, utilizando tesoura. Este proesdanfoi realizado para aumentar a
superficie de contato do vegetal com a solucdoaxtr. Apds foi solubilizado com o
solvente etandlico, acondicionado em um frasco ammbaantido em temperatura ambiente
num periodo de 7 dias. Decorrido o periodo de e&trafoi realizada a filtragdo a vacuo e
posterior a remocéo do solvente com auxilio de atan @vaporador, em banho termostatizado
em temperatura de 40 °C.

4.2.2 Extrato aquoso

O extrato aquoso foi obtido pelo método de deamcCa@mo solvente utilizou-se agua
e a solucéo foi levada a ebulicdo por 3h. As foltlasespécie vegetal foram reduzidas a
fragmentos de pequena dimensao, utilizando tes&iste. procedimento foi realizado para
aumentar a superficie de contato do vegetal conolac@ extratora. Em seguida, foi
adicionado 100 g de folhas em 1000 mL de agualadstifervente (90 °C), repousando
durante 30 minutos. Apés o material ser filtradacendicionado em um frasco ambar, foi
armazenado em um refrigerador para posterior resndgddgua com auxilio de um rota

evaporador, em banho termostatizado em temperdéu4a °C.

4.2.3 Determinagéo do rendimento dos Extratos

Apds remocdo completa dos solventes dos extréosleo e aquoso, foi calculado o

rendimento, em %, e armazenados em congeladorasoos ambar fechados.

4.3 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico foi realizado como uma &ga&o preliminar das classes de
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compostos presentes na planta. Os testes sacadddizpara caracterizar a constituicao
guimica das substancias de origem vegetal, at@deésn conjunto de andlises qualitativas
realizadas com os extratos da espécie de escoltietecdo dos grupos foi feita através de
reacdes quimicas que apresentam desenvolvimertdordei de precipitado (SIMOES et al.,
2004).

A metodologia empregada para a realizagdo dasesd@oscreeningitoquimico, foi
realizada a partir de Harborne (1998), Simdes. é2a04).

4.3.1 Compostos fenolicos

Para este teste, extraiu-se cerca de 0,5 g dadaxtregetais com 20 mL de dgua em
banho-maria fervente. Apds esfriamento, filtrovese conteudo foi dividido em 3 tubos de
ensaio (tubos A, B e C). No tubo A foram adiciorsadlyumas gotas de uma solucédo aquosa
de cloreto férrico 1%. O desenvolvimento de coléoagerde ou azul escura € indicativo da
presenca de compostos fendlicos. No tubo B foramicadas algumas gotas de uma
solucéo aquosa de hidroxido de potassio 3%. O eipagato ou intensificacdo da cor amarela
ou laranja € indicativo da presenca destes compaSttubo C foi 0 controle para verificagao

da coloracao inicial do extrato.

4.3.2 Taninos

Para o desenvolvimento deste teste, extraiu-seapgoecimento cerca 0,1 g dos
extratos vegetais em 20 mL de agua por 30 minAjds resfriamento, filtrou-se e dividiu-se

em 3 tubos de ensaio (A, B, C).

Técnica de deteccaotécnica baseada na propriedade dos taninos d@imea
gelatina. Inicialmente foi preparada uma solucdooag de gelatina 1%. Aos tubos
denominados A, ja contendo os extratos, foi adamonl mL da solucédo aquosa de gelatina.

Na presenca de taninos houve formacao de turvaggcegipitado.

Técnica de caracterizacdoEsta € uma reacdo geral para substancias fenolches

h& complexacdo de hidroxilas com o iofi"Fevando ao desenvolvimento de substancias de
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coloracdo azulada ou esverdeada, conforme estrataranolécula. Primeiramente foi
preparada uma solugdo aquosa de F£@ClL%, apds foram adicionadas trés gotas desta
solucéo de Feglaos tubos denominados B, contendo os extratos.rékemca de taninos
hidrolisaveis ocorreu o desenvolvimento de colavagdulada, e na presenca de taninos
condensados a coloragado verde. O tubo C foi usadw ccontrole para verificagdo da
coloracao inicial do extrato.

4.3.3 Flavonoides

Para este teste extraiu-se cerca de 0,2 g deecaiddo em aproximadamente 50 mL
de agua em banho-maria fervente. Esfriou-se, dilg®, e extraiu-se em funil de separacao
com 2 vezes de 10 mL aebutanol. Evaporou-se a fracao butandlica a semuraapsula de
porcelana, e retomou-se o extrato em metanol (ckrd® mL). Transferiu-se para 2 tubos de
ensaio (A e B). No tubo A adicionou-se 0,5 mL delécloridrico concentrado, e apés 0,1 g
de magnésio metalico. O desenvolvimento da coloriganja indica a presenca de flavonas,
a coloracéo violacea indica flavanonas e a cor ghtana presenca de flavonois. O tubo B foi

usado como controle para a verificacao da coloragéial do extrato.

4.3.4 Cumarinas

Para verificagdo de cumarinas, aqueceu-se, em dabensaio, cerca de 0,1 g dos
extratos em banho-maria fervente. O tubo foi taropadm papel filtro previamente
impregnado e seco com uma solucdo metandlica déxidd de potassio 5%. Apos 10
minutos, expOs-se 0s papéis a luz ultravioleta (d¥)365 nm. O desenvolvimento da

fluorescéncia azul e amarela indica a presencamearinas volateis.

4.3.5 Quinonas

Para o teste de quinonas extraiu-se em banho-fearente durante 10 minutos, 0,2 g
dos extratos vegetais com 5 mL de hidroxido degsiéds%. Apos resfriamento, filtrou-se o

extrato e acidificou-se com acido acético. Em say@xtraiu-se com 5 mL de tolueno em
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funil de separagdo. Separou-se em um béquer afgéeica e adicionou-se 2 mL de solucao
de hidroxido de potassio 3%. O desenvolvimentoaleracdo vermelha indica a presenca de
antraquinonas, a coloracéo violacea indica a pgasde naftoquindides e o surgimento de

coloracao azul indica a presenca de benzoquindides.

Ferveu-se em banho-maria cerca de 0,1 g dos extvatgetais com 10 mL de acido
cloridrico 10% durante 15 minutos. Apés resfriaroeffiltrou-se, e adicionou-se 5 mL de
tolueno ao extrato. Separaram-se as fases, e @aifgé@nica adicionou-se 2 mL do reagente
de Borntrager. O aparecimento da coloracdo vermadhfase aquosa indica a presenca de

quinonas glicosidicas.

4.3.6 Saponinas

Esta andlise foi baseada na propriedade das sesame formar espuma apos agitacao
enérgica. Extraiu-se cerca de 0,1 g dos extratgstaiss com 20 mL de agua em banho-maria
fervente por 15 minutos. Apos o resfriamento,diltise e colocou-se em um tudo de ensaio.
O tubo foi agitado rigorosamente durante 15 segsindoa altura da coluna de espuma
formada, foi medida com o auxilio de uma régua.e®edvolvimento de espuma com altura
superior a 1 cm e persisténcia de espuma apos sepr 15 minutos e adi¢cdo de acido

cloridrico 10% indica a presenca de saponinas.

4.3.7 Alcalbdides

Foram diluidos aproximadamente de 0,1 g dos estragetais em 20 mL de metanol.
Apoés esta solucdo foi dividida igualmente em 3 sulle ensaio. Na sequéncia foram
adicionados em cada tubo, 5 mL de &cido cloridtie%. Estes foram aquecidos em banho-
maria (40 °C) durante 30 minutos. Apos o resfrigmefiltrou-se e transferiu-se uma parte
deste para um vidro de relégio, onde foram adicdosayota a gota os seguintes reagentes de
deteccdo: Mayer, Dragendorff, Wagner e reagenteBelgrand. O aparecimento de um

precipitado indica a presenca de alcaloides.
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4.4 Atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana €adacentracdo Inibitéria Minima
(CIM) foram empregadas linhagens padrdo ATCC (AcaeriType Culture Collection) de.
coli (ATCC 25922). O micro-organismo apresenta-se naddiofilizada, lote 1207033 e seu
codigo do Instituto Nacional de Controle de Qualelem Saude (INCQS) é 00033. Os
micro-organismos liofilizados foram cedidos pelobbetorio de Micro-organismos de

Referéncia da Fundagcédo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

A partir das linhagens bacterianas liofilizadagidnataram-se as culturas,
ressuspendendo o sedimento com 0,3 a 0,5mL do lgeiclo recomendado, Brain Heart
Infusion (BHI) a 37°C por 18 horas; Apds determiseua fase estacionaria contendo uma
populacdo de 1,5 x f0Unidades Formadoras de Colénias UFC/mL, deterramaubr

espectrofotdmetro. Como padrao antimicrobiano s#iaado cloranfenicol 0,2 pgL.

4.4.1 Concentracao Inibitoria Minima — CIM

A determinacado da concentracao inibitéria miniroa extratos foi realizada segundo
o método de diluicdo em caldo (microdiluicdo). Gonfe as normas descritas pelo "Clinical
and Laboratory Standards Institute" (CLSI) (NCCLS8cwuiment M7-A6, 2003), foram
utilizadas placas de acrilico com 96 pocos. Em qadea foram aplicados os extratos, o
antimicrobiano (cloranfenicol) e o diluente (DMS@ydos em triplicata. Também foram
feitos controles negativos (meio sem adicdo deuilodce controles positivos (meio com

adicao de in6culo).

A microdiluicdo em caldo foi realizada em capeddldxo laminar. Inicialmente foram
transferidas aliquotas de 20D do in6culo padronizado a tubos de ensaio conté@doL de
caldo caseina de soja (2@ em cada) deixando alguns tubos sem indculo (clantr

negativo).
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4.4.1.1 Confirmacado da Concentracao Inibitoria Minma

Como os extratos possuem coloracao, a confirmdeécrescimentos nos pogos foi
realizada por meio da aplicacdo da solucéo aqwsigalale cloreto de trifeniltetrazélio 0,5%
(TTC). Essa solucéo revela o crescimento bacten@maneio do desenvolvimento de uma
coloracdo vermelha, pois forma um complexo vermebm a enzima que é resultado da
respiracdo celular dos organismos vivos. Assim, pogos em que houve crescimento

bacteriano, ha o desenvolvimento dessa cor.

4.4.1.2 Determinacado da Concentracdo Bactericida Mima (CBM)

Para determinagdo da Concentragdo BactericidanMinilos extratos aquoso e
etanolico foram realizadas semeaduras em placasnomo meio de crescimento do micro-
organismo, Mueler Hilton, de todos 0s po¢cos emajegtrato estivesse limpido, para que se
pudesse afirmar a acdo do extrato. Essas placas fmcubadas a 36 °C +/- 1 °C por 24

horas.
Para interpretacdo dos resultados foram consider@slseguintes critérios:
» Crescimento do micro-organismo no meio de cujtapaesenta acao bacteriostatica;

» Auséncia de crescimento do ciclico-organismo neiomde cultura, apresenta acao
bactericida.

4.5 Quantificacao de polifendis totais

Foi quantificada a concentracdo de polifendis sostiavés de espectrofotometria Vis
com a utilizacdo de Folin-Ciocalteu, conforme Soeizal (2007) e Singleton e Rossi (1965).
Foi utilizado para a determinacdo da concentragi@ainposto, solugdo de carbonato de
soédio (NaCQO;) 75%, solucdo aquosa de Folin-Ciocalteu 1N (Sigdamich) (1:1), agua de
osmose reversa, metanol, como padrdo foi utilizacido galico (Merck). Para a solugéo
padrado foi construida uma curva de calibracdo dd @D, 150, 250 e 500 pg/mL. A avaliacdo
do extrato ocorreu com a substituicdo do acidacgdtela amostra na concentragdo de 500

png/mL. Apos preparo da solucado final, esta € agitada ertew@or 15 segundo e apos
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permanecer em banho-maria a 37 °C por 30 minutos,rdalizada a leitura em

espectrofotdmetro em comprimento de onda de 765 nm.

4.6 Quantificacao de flavonoides totais

A avaliagéo de flavonoides totais foi realizada @ntilizagdo de cloreto de aluminio
(AICl3), como descrito por Woisky,(1996) e Woisky e Sata(1998) sendo que este se liga
ao grupamento flavonoide presente, propiciandarassioracdo amarelada a solucédo a ser
avaliada. Conforme Marques et al (2012) esta édeterminacéo de flavonoides por diluicdo

direta, sem hidrélise, a avaliacdo ocorre atraeésspectrofotometria Vis.

Para a determinag&o da concentracao de flavonmties na amostra foi utilizado 0,5
mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio B%oextratos na concentracdo de 500
png/mL. As amostras foram homogeneizadas em vorexlp segundos e mantidas por 30
minutos em temperatura ambiente, apos foi realizeitlara em espectrofotobmetro Vis no
comprimento de onda de 415 nm. A curva padréaoefaizada com rutina nas concentragdes
de 100; 75; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3ddmL em solucédo metandlica.

O controle da amostra foi realizado ndao adicionamdimreto de aluminio, ndo

ocorrendo assim as complexagdes entre 0s grupfesdie presentes na amostra.

4.7 Atividade antioxidante por voltametria ciclica

Existem diferentes técnicas de determinacdo deactigmle antioxidante, a
determinacdo destes compostos por voltametriacaidi um método novo que esta sendo
estudado, em que estdo sendo determinadas quaisliagres condi¢bes de trabalho, tanto
dos eletrodos, como solucdes e potenciais. Emlbralparalelo o grupo de pesquisa realiza o
estudo dos potenciais antioxidantes dos extratogsage etanolico destas plantas por meio da
técnica de reducdo de DPPH (2,2-difenil-1-picrdil).

Foram determinadas espécies constituintes dostextestudados através da avaliacao
de voltamogramas ciclicos. As analises foram radéis em Gaiola de Faraday para que néo

ocorressem interferéncias durante a avaliacdo whasteas. Foram realizadas voltametrias
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ciclico com eletrodo de trabalho de Carbono Vitfgd4mm?2), eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl e o contra eletrodo de platina em céluktrelquimica convencional (FIGURA 8).
Foi adicionado 5 mL das amostras dos extratos aguestanolicos das plantas estudadas,
250 uL de peréxido de hidrogénio e 50Q de sulfato de ferro 0,1M, proporcionando assim
uma reacdo Fenton no sistema. Na amostra dosexsgatn adicdo de peroxido de hidrogénio
e sulfato de fero, foi adicionado 7h0 de solugdo do tampéo PBS pH 6,4 para que estivess
na mesma proporcao de solubilidade. Os parametreardedura utilizados serdo: velocidade
de varredura de 10 mV.s-1, com potencial de -600ate\1000 mV.

Figura 8 - Célula eletroquimica, com eletrodo dsatho de carbono vitreo, eletrodo de

referéncia de Ag/AgCl e contra eletrodo de platina.

Eletrodo de trabalho

Eletrodo de referéncia

Yy v

Contra eletrodo

Para a determinacdo da atividade antioxidante edraa avaliacdo de peroxido de
hidrogénio foram realizados ensaios de voltamedicico com eletrodo impresso “Screen
Printed Electrode” (DropsSense, DS410) de cob#iodianina, sendo que a partir deste e
possivel mensurar as concentracbes de peroxidoidiegénio presente nas amostras
estudadas. O potenciostato utilizado e de modeloSTAGI28N da marca
AUTOLAB/Ecochemie, foi utilizado um eletrodo impsesde cobalto-ftalocianina (FIGURA
9), este e composto de: eletrodo de trabalho dbalktotftalocianina/carbono (4 mm
diametro), contra-eletrodo de carbono e eletrodeeferencia de prata, sendo denominado

eletrodo de quase-referéncia.
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Figura 9 - Eletrodo impresso DROPSSENSE de colftatoeianina, detector de perdxido de
hidrogénio

RE
connection

Fonte: www.dropsens.com

Os parametros utilizados para os experimentos demetria ciclico foram:
velocidade de varredura de 10 mV.s-1, com potedealtarredura de -600 mV ate 1000 mV.
Foram utilizadas amostras de extrato aquoso e letartas plantas da familidyrtaceaena
concentracdo de 5Q@y/mL, diluidos em tampéo fosfato salino (PBS) p#, @ste apresenta
adequada condutividade (~6,85 mS*mom e sem adicéo de peréxido de hidrogénio P.A.
(100 pL por amostra). O peroxido de hidrogénio e um dgentes oxidantes mais versateis,
além de ser um metabolito celular, quando decorogusia geracdo de oxigénio molecular e
agua (DAVID et al., 2010).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao do rendimento dos Extratos

O processamento das plantas para obtencdo de osxiagresentou rendimento

conforme resultados apresentados na tabela 1

Tabela 1 - Percentual de rendimento dos extratad&ados.

Extrato aquoso  Extrato etanolico

Planta % de rendimento %o de rendimento
Eugenia pitanga 3,17 10.24
Eugenia anomala 5,99 15.80
Eugenia arenosa 3,89 6.46
Psidium salutare 3,67 13.79

Observa-se que 0s extratos etandlicos apresentaon readimento que 0S aquosos,
sendo que a plantRugenia anomalaapresentou maior rendimento nas duas formas de

preparacdo do extrato.

5.2 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico permite avaliar qualitativente qual a composicdo dos
extratos estudados. Na tabela 2 verifica-se osetifes componentes fitoquimicos testados

em relagdo aos extratos aquosos e etandlicos datplestudadas, indicando presenca ou
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auséncia do composto.

Tabela 2 - Apresentacdo dos resultados do scredibimgiimico, em que se demonstra a

presenca (+) ou auséncia (-) do composto nos egfratjuoso (EA) e etandlico (ET)

Plantas

Componentes fitoquimicos

testados E. pitanga E. anomala E. arenosa P. salutare

EA ET EA ET EA ET EA ET

Compostos fendlicos
Taninos

Alacaldides - - - - - - - -
Cumarinas - - - - - - - -
Quinonas - - - - - - - -
Flavondides*

Saponinas (depois de 15 min)
Saponinas (depois de add HCI)

+ + +
1

+ + +

+ + +

+ + +

O teste demonstrou o desenvolvimento da coloragidevno tubo A (cloreto
ferricol%), conforme previsto quando a ha preselgg@ompostos fendlicos em geral, e a
intensificacdo da cor amarela no tubo B (hidroxdégpotassio 3%), que também e indicativa

da presenca destes compostos em todos 0s extratos.

No teste para deteccédo de taninos ocorreu o delsenento de um precipitado no
tubo A (gelatina 1%), conforme previsto quando h@esenca deste composto. No tubo B,
observou-se a presenca de taninos condensadodp dayisurgimento da cor verde apés
adicao do cloreto de ferro 1% para o extrato etemoé a presenca de taninos hidrolisaveis,
devido ao surgimento da cor azul apos a adicadateto de ferro 1% em todos os extratos

estudados.

Na reacdo para deteccédo de flavonoides, obtewedssenvolvimento da coloracdo
alaranjada, indicando a presenca de flavonoidespdoflavonas, nos extratos aquosos de
todas as plantas e no extrato etandlic®.dmlutareo desenvolvimento da coloracao violacea
que indica flavanonas no extrato etandlicddatangae a coloracao vermelha, indicativo de

flavonadis nos extratos etanoélicosiEeandmalae E. arenosa.

Na deteccéo de saponinas, obteve-se a formac&pdma com altura superior a 1 cm
e persisténcia de espuma apos repouso de 15 mimutdsdos os extratos com excec¢ao do
extrato etandlico d&. pitanga,e apos a adicao de acido cloridrico 10%, ocorrptesenca
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de saponinas em todos os extratos aquosos comaexda@lantd. salutare sendo que nos
extratos etandlicos ocorreu a formacao de espueraaamo extrato da plaritaarenosa.

5.3 Quantificacdo de polifendis totais e flavonoidetotais

Para avaliacdo de polifendis totais foi utilizadgadréo acido galico (Merck) nas
concentracbes de 500, 250, 150, 100, pG/mL, obteve-se a equacdo da reta
Y=0,001x+0,012, com & 0,996. Os extratos foram utilizados na conceéitage 500
ug/mL.

Na Figura 10 verifica-se a presenca de polifetgias em equivalente de acido galico
em ug/mL, nos extratos aquosos e etandlicos das plaldammiliaMyrtaceaeutilizadas

neste estudo.

Figura 10 - Quantificacdo de polifendis totais extrato aquoso e etandlico de plantas da

familia Myrtacea
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Foi verificado que para os extratos etandlicoslaatpP. salutareapresentou maior
quantidade de polifendis totais, e para 0s extr@o®sos a planta. pitangaapresenta maior
guantidade do composto, sendo que 0 extrato aqdesB. salutare apresentou maior
quantidade do composto em relacéo a todos os exteatudados. Observa-se que os extratos
etanolicos apresentaram maiores quantidades derpn$ totais do que os extratos aquosos,
com excecdo do extrato aquosoEdearenosague apresentou maior quantidade que o extrato

etandlico.
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Neste estudo foi analisada a quantidade totalagerfoides nas amostras, sendo que
os flavonoides sdo um subgrupo dos polifendis amgde encontrados em frutas, vegetais e
cereais, apresentam potencial antioxidante, sadamjee de metais e inibidores da
peroxidacao lipidica (LEOPOLDINI et al., 2006).

Para a realizacdo da quantificacdo de flavondmtass utilizou-se como padréo rutina
(Sigma-Aldrich), em uma curva de padronizacdo cemancentracdes de 100; 50; 25; 12,5;
6,25 e 3,121g/mL, em que se obteve a equacao da reta Y= 0,003%2, apresentando R2=
0,996, os extratos foram utilizados na concentraeas00ug/mL.

Observa-se na Figura 11 as concentracOes de @memtotais dos extratos estudados
por equivalentes de rutina qrg/mL.

Figura 11 - Quantificacdo de flavonoides totais ettrato aquoso e etandlico de plantas da

familia Myrtacea
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Os extratos aquoso e etanodlicoElepitangaapresentaram maiores concentragfes de
fendis totais em comparacdo com as demais plargagiaglas, com concentracdo de
polifendis totais de 251,40g/mL para o extrato aquoso e de 2724g8nmL para o extrato
etanolico e de flavonoides totais de 39,82mL para o extrato aquosos e @§mL para o
extrato etandlico. Assim a planE& pitangaapresenta uma boa quantidade de substancias
antioxidantes, essas que possuem a capacidadeotkggsr 0 organismo contra a agao
oxidativa, evitando assim diversas acfes no orgamisavorecendo a protecdo do mesmo
(ARTS E HOLLMAN, 2005).
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Estes compostos em sua maioria sdo produtos @atiemo secundario das plantas,
gue em geral ocorrem como um subproduto de intesadd planta com o meio ambiente
(CROTEAU et al., 2000), este resultado indica quaataE. pitangapossui a mecanismos
de defesa e possiveis condi¢coes de manutenca@ @sécie, mais adequadas que as demais,

por apresentar maior producéo de compostos fesolico

5.4 Atividade antioxidante por voltametria ciclica

5.4.1 Atividade eletroquimica dos extratos

A determinacdo da atividade antioxidante por vod#iia ciclica, apresenta-se como
uma interessante forma de avaliacdo desta acaesesppa como uma vantagem a reduzida
quantidade de amostra a ser utilizada, quandovseelm consideracdo o baixo rendimento

dos extratos obtidos das plantas.

A seguir, sdo apresentados os dados obtidos ia garavaliacdo eletroquimica dos
extratos aquosos e etandlicos das plaBtasrenosa, E. pitanga, E. anomataP. salutare.
Como solvente foi utilizado tampéo fosfato saliR8% pH 6,4) e as leituras foram realizadas

em eletrodo de trabalho de carbono vitreo.

Na Figura 12 tem-se o voltamograma ciclico de@let de carbono vitreo em tampao
fosfato salino (PBS pH 6,4) utilizado nos experitnena Figura demonstra 0 comportamento
caracteristico do tampao PBS quando exposto antesrea uma varredura de potenciais
(FERREIRA et al., 2011).
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Figura 12 - Voltamograma ciclico de eletrodo deéboao vitreo em tampdo fosfato salino

(PBS pH 6,4) , v=10 mV’s
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A Figura 13 demonstra o comportamento eletroquirce@cteristico de compostos
fendlicos com pico de oxidagcdo em torno de 400 @ ®¥. Nesta faixa de potencial e
possivel avaliar flavonoides e acidos fendlicos abwis grupos hidroxi na posi¢cdo horto

(YAKOVLEVA et al., 2007).

Figura 13 — VWoltamograma ciclico de eletrodo dé@ao vitreo dos extratos aquoso (A) e
etanodlico (B) deE. anomala,em que a linha continua representa o tampao PB3inha

pontilhada representa os extratoEd@nomalav = 10 mV.§
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Observa-se que ambos 0s extratos aquoso e etadalimesma plant& ( anomala
apresentam picos de oxidacdo na regido de 400 endosque 0 extrato etanolico apresenta
um maior valor de corrente, com iSso, sugere-se ggiie apresenta maior quantidade de
compostos fendlicos que o extrato aquoso. Como ésdus e solventes para extracdo ndo
sdo 0s mesmos, e possivel que diferente grupofidesn@ quantidades sejam extraidas das

mesmas plantas.

Na Figura 14 observa-se que todos os extratossaquoetanolicos estudados tiveram
comportamento semelhante, apresentaram pico em t&™00 mV, demonstrando assim a
presenca de compostos fendlicos. Para verificagdoothposicdo dos extratos aquosos e
etandlicos das pantas estudadas foi realizadaag&aliqualitativa, através dreening
fitoquimico, indicando ou ndo a presenca de comogo$tnolicos, taninos, flavonoides,
saponinas, cumarinas, alcaloides e quinonas, spreloestes testes foi verificado a presenca
de compostos fendlicos, taninos, flavonoides, loégdos esses compostos proporcionam
atividade antioxidante aos extratos, o que foi@wiado através das voltametrias ciclico.
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Figura 14 — \oltamograma ciclico de eletrodo déda@ao vitreo dos extratos aquosos (A) e
etandlicos (B) das plantas estudadas. Linha pratapdo PBS, linha vermelh&.

anomalalinha azulE. arenosalinha rosaE. pitangae linha verdeP. salutre, \= 10 mV.§"
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Em torno de 400 mV, ocorrem 0s picos que represera compostos fendlicos
presentes nos extratos das plantas estudadas, gemao extrato aquoso (FIGURA 14A) as
plantasP. salutaree E. pitangaapresentaram picos de oxidacdo maiores indicandor ma

quantidade destes compostos e nos extratos e @HEGURA 14B) as plantd3 salutaree
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E. arenosaapresentaram 0s maiores picos, dados estes qudb@@m com a quantificacao
de polifendis e flavonoides totais realizados nesteido, na qual foram observados maior
qguantidade de polifendis e flavonoides totais nioagx aquoso dE. pitangae P. salutareho
entanto nos extratos etandlicos a pldbfgitangaapresentou maior quantidade total destes
compostos, logo e preciso avaliar a presenca desoabmpostos que possivelmente estao
presentes na amostra, como 0s taninos que forahadons qualitativamente no screening

fitoquimico.

Estudo realizado através de voltametria ciclicen @letrodos de carbono vitreo em
solugcéo aquosa contendo rutina, demonstrou a Gadda molécula na regido de 200 mV.
Esta se refere a oxidacao de hidroxilas, ligadasaabono 3' e 4' do anel aromatico B da
molécula de rutina (BIANCHETTI et al., 2009). Caleiando que a rutina se apresenta como
um flavonoide glicosilado da classe dos flavonGBRWNETON, 2001), classe esta
encontrada na avaliacdo qualitativa por screenitogjuimico nos extratos etandlicos das
plantaskE. arenosae E. anomalaa comparacdo com o presente estudo € possiailitadjo
esta acdo pode estar relacionada ao mecanismetde @tidacao apresentado pelos extratos
das plantas utilizadas no presente estudo, potasesorre o pico de oxidagdo em regides
proximas a 200 mV, sendo que o deslocamento pode esacionado, inclusive, com a

complexidade da matriz contendo os extratos.

AplOs a realizacdo destas avaliagdes, nas mesmadic@es experimentais foi
realizado estudo com a adicéo de reacao Fentoaxfderde hidrogénio + sulfato de ferro),
podendo assim avaliar a atividade dos compostagiées dos extratos aquosos e etandlicos

das plantas estudadas.

A Figura 15 demonstra os extratos aquosos e @anoObas plantas da familia

Myrtaceaequando o substrato foi submetido a uma reacao kento
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Figura 15 - Voltamograma ciclico de eletrodo deboap vitreo dos extratos aquosos (A) e
etandlicos (B) das plantas estudadas com adi¢c@erdeido de hidrogénio e sulfato de ferro

(Reacdo Fenton), v = 10 mV.s
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Com a reacado Fenton ocorre a reducéo da capacasdeidante devido a presenca
desta reacdo que promove a degradacdo dos compudiosidantes presentes, devido a
formacgao de radicais hidroxila (BODINI et al., 200d&o sendo mais visualizados o0s picos

caracteristicos dos compostos fendlicos inicialm@nésentes nos extratos analisados.
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5.4.2 Avaliagao da atividade antioxidante com eletdos impressos modificados

Para a realizacdo dos estudos da atividade agiobe por voltametria ciclica foram
utilizados eletrodos modificados de Co-ftalocianipara detectar a presenca de perédxido de
hidrogénio nas amostras, assim a reducao ou aurdastcorrentes avaliadas podem definir a
possivel atividade antioxidante, e também e pokgéréicar a evolucao de oxigénio presente

na amostra.

A Figura 16 demonstra a varredura por voltamaetitdico do tampéao fosfato salino
(PBS pH 6,4) sobre o eletrodo de Cobalto-ftalociar(Co-ftalocianina), pode-se observar o
comportamento caracteristico de sistema que coontéampao utilizado sobre este tipo de
eletrodo, aonde e verificado um pico em -77,5 novhgortamento devido a processos redox
que ocorrem no filme de Co-ftalocianina (SANTO®let2010).

Figura 16 - Voltamograma ciclico de eletrodo deftascianina do tampéao (PBS pH 6,4), v =

10 mv.s!
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A Figura 17 demonstra o voltamograma ciclico caréstico de solu¢cdes contendo
peroxido de hidrogénio sobre eletrodos modificactms Co-ftalocianina, nele se observa o
pico caracteristico do peroxido de hidrogénio (pD/mL) em torno de 600 mV
(SERGEYEVA et al., 1999; CHAVE et al., 2003; CEKENal., 2012).
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Figura 17 — Voltamograma ciclico de eletrodo def@mcianina do tampéo PBS com adi¢éo

de peroxido de hidrogénio, v =10 mV.s-1
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A Figura 18 apresenta os voltamogramas cicliceseatratos aquosos e etandlicos das
plantas estudadas, utilizado como solvente tampstatb salino (PBS pH 6,4), em eletrodo
de Co-ftalocianina, se verificam 0s picos corresieoites aos compostos fendlicos presentes

nas amostras, em torno de 400 mV. Observa-se aéoc@ do deslocamento do pico de

reducdo caracteristico do tampao PBS sobre o étetde Co-ftalocianina (Figura 16) e

consequente diminuicdo do mesmo, o que pode signifjue espécies ndo condutoras se

depositem sobre o substrato, devido a complexiddmlematriz dos extratos, podendo

caracterizar assim um efeito adsortivo (SANTOS.e2810).
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Figura 18 - Voltamograma ciclico de eletrodo deftatscianina dos extratos aquosos (A) e
etandlicos (B) das plantas estudadas. Linha pastgdo PBS, linha vermella anomala,

linha azulE. arenosalinha verdekE. pitangae linha ros&. salutre, v= 10 mV.s-1
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A Figura 19 demonstra as voltametrias ciclicas eldgatos aquosos e etandlicos das
plantas estudas, utilizado como solvente tampdattosalino (PBS pH 6,4), com a adi¢cdo de
peroxido de hidrogénio sobre o eletrodo de Co-ialina. Ocorre a formacdo de um novo
pico em potenciais positivos (em torno de 600 n®épdo que este pico é caracteristico do

peroxido de hidrogénio sobre o eletrodo de Co-fialina.
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Figura 19 - Voltamograma ciclico de eletrodo deftatscianina dos extratos aquosos (A) e
etandlicos (B) das plantas estudadas com adic@erdeido de hidrogénio sobre eletrodo de
Co-ftalocianina. Linha preta tampéo PBS, linha vehaE. anomalalinha azulE. arenosa,

linha rosaE. pitangae linha verdé®. salutre, \= 10 mV.s*
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Deve-se considerar que os diferentes extratos exjegam diferentes valores de
corrente no pico atribuido ao peréxido de hidrogéhistas alturas de pico podem indicar o
potencial antioxidante dos extratos, pois se percgle para alguns extratos o pico referente

ao peroxido de hidrogénio tem sua corrente dengidozida, como e o caso do extrato aquoso
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de E. pitanga edos extratos etandlico de pitangae P. salutare Enquanto que o extrato
aguoso e etandlico de. arenosaapresentam picos com maior valor de corrente, amdio
menor acdo antioxidante, sendo assim comprovadelse de determinacdo de compostos
fendlicos nos diferentes extratos estudados, seneoestes apresentam a seguinte ordem
decrescente de compostos fendlicos, extratos agjupspitanga, P. salutare, E. arenosd.
anomala;e os extratos etandlicos em ordem crescéntarenosa, E. anomala, E. pitanga

P. salutare.

Importante salientar que os efeitos adsortivos podeer observados, mas e
interessante que este efeito ndo ocorra para qoentéfira na avaliacdo da amostras
(Hilgemann et al., 2013), assim como a presencmelais nos extratos pode ser um fator
interferente, pois eles reduzem a disponibilidade pdroxido de hidrogénio no meio
(MATTOS et al., 2003).

O comportamento caracteristico do tampéo PBS sdbt®do de Co-ftalocianina nao
pode mais ser observado como na Figura 18, peeagéo do peroxido de hidrogénio com o
eletrodo de Co-ftalocianina. Ainda mesmo apos eaadie peroxido de hidrogénio e possivel
verificar a presenca de correntes correspondentes@nmpostos fendlicos, na faixa de 400
mV (FIGURA 19). As voltametrias ciclicas dos extsataguosos (FIGURA 19A) néao
apresentaram pico de oxidacdo caracteristico dospastos fenolicos em presenca de
peroxido, exceto o extrato aquoso Eleanomala,enquanto que as varreduras dos extratos
etanolicos (FIGURA 19B), todos apresentaram o picorespondente aos compostos
fendlicos, exceto o extrato etandlico Beanomala demonstrando que os extratos etandlicos
das plantas estudadas apresentam atividade amti&ichais intensa que 0s extratos aquosos,
confirmando as analises de quantificacdo de compd®ndlicos realizados no presente

estudo

Logo, foi possivel inferir sobre a atividade axii@nte através de metologia
eletroquimica, tanto na utilizacdo do eletrodo d@ebeno vitreo como com o eletrodo
modificado com Co-ftalocianina, apresentando pdsidlde de complementagédo na forma de
avaliacdo dos compostos fenolicos presentes nasti@s@or meio de técnica eletroquimica.

A comparagédo da determinacdo da atividade anaox@dpor meio da utilizagdo da
técnica de voltametria ciclica com a técnica dbigdio por DPPH (PRADO, 2009), destes

mesmos extratos das plantas estudadas, inferenitademu semelhantes (dados néo
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apresentados), sendo que @ol@os extratos aquosos seguem a mesma sequénc@iae a
demonstrada na atividade antioxidante por voltameiclica, em que a planta. pitanga,

apresentou melhor atividade.

Em relacdo aos extratos etandlicos, a avaliagaiCgepelo método de reducdo de
DPPH demonstra que o extratoklearenosaapresentou melhor atividade, sendo que quando
avaliada a acdo antioxidante por voltametria @cBobre eletrodo de modificado de Co-
ftalocianina, verifica-se que a plarfaarenosgossui menor agéo antioxidante apos a adicédo
do perdxido de hidrogénio. Logo outras classestiexadantes, ou diferentes mecanismos de

acao oxidante/antioxidante podem estar envolvidos.

5.5 Teste antimicrobiano frente ao micro-organismde. coli — Concentragdo Inibitoria

Minima e Concentracdo Bactericida Minima

A atividade antimicrobiana dos extratos aquos@saedlicos das plantas da familia
Myrtaceae foi determinada pelo método de microdiluicdo eaid@, possibilitando a
determinacao da concentracdo Inibitoria Minima (Céva concentracdo Bactericida Minima
(CBM).

Na tabela 3, se verifica a CIM e CBM dos extratqgosos e etandlicos das diferentes
plantas estudadas, sendo que para os extratosoagaqdantéE. arenosaapresentou acao
bactericida, na concentracdo de 10 mg/mL, os deapaiessentaram eficacia na concentragéo
de 20 mg/mL, nos extratos etandlicos todas as gdamfstudadas apresentaram acao
bactericida na concentracdo de 20 mg/mL. A acdcesdracdo, em que ha a inibicdo da
bactéria, porém ndo a morte, foi verificada com ene@oncentracdo nos extratos aquosos de

E. pitangae P. salutaree no extrato etanélico de arenosana concentracao de 2,5 mg/mL.



58

Tabela 3 - Resultados da concentragdo Inibitoriaii e concentracdo Bactericida Minima

frente aE. coli
Extrato aquoso {mg/mL) Extrato etanédlico (mg/mL)
Planta
CIM CBM CIM CBM Padrio (mg/mL)

E. pitanga 2.5 20 5 20 0.1
E. anomala 10 20 10 20 0.1
E. arenosa 5 10 2.5 20 0.1
P, salurare 2.5 20 5 20 0.1

A verificacdo da acdo bactericida dos extratogdalizada através do plagueamento
das amostras de CIM que ndo apresentaram turbmezwocos, a Figura 20 demonstra o
plagueamento dos extratos aquosos e etandlicaca i dividida de forma que todos as
concentracdes pudessem constar na mesma place,gend corresponde a concentragao de
20 mg/mL, B a 10 mg/mL, Ca 5 mg/mLe D a 2,5 mg/mL

Figura 20 - Placas de petry com o plagueamentea@aentracdes que apresentaram inibicéo
do micro-organismo estudado frente ao extratospiastas estudadas, em que 1,23 e 4
refere-se aos extratos aquosos e 5,6,7 e 8 rafexressextratos etandlicos

E, pitanga F. saiutare E. anomala E, arencsa

E. onomala

Estudo realizado por Cos et al. (2006) sugere classificacdo para os resultados de
uma atividade antimicrobiana. As atividades podesn consideradas ‘“relevantes” para

concentracfes de 1Q@QymL para extratos (misturas) e de @29 para substancias puras,
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utilizando 105 UFC/mL de bactérias no ensaio de .C4 resultados encontrados para
extratos aquosos e etandlicos aqui estudados apaes® uma inibicdo na ordem de 10 e 20
mg/mL utilizando, 1,5 x TOUFC/mL. Assim temos uma concentracao final deagosr mais

elevada, mas também ha maior nimero de bactés@=m inibidas.

Os compostos fendlicos tém recebido muita ateng&olltimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipoxigenaise vitro (SOUSA et al.., 2007). Os
flavonoides sdo uma das classes de antioxidantespgssuem a capacidade de inibir ou
inativar micro-organismos, sendo que esta atividaolde apresentar baixa toxicidade em
células animais (HAVSTEEN, 2002), logo a utilizagd® antioxidantes naturais torna-se
interessante, pois eles apresentam acao redutoaaidais livres, podendo agir por diferentes
vias, tanto isolados, como em sinergismo com outnagpostos (CANTERLE, 2005). Estudo
realizado com 6 flavonoides diferentes, demonstgoe todos apresentaram atividade

antimicrobiana contra a bactéKapneumonia¢OZCELIK et al., 2008)

Estudo recente realizado por Wu et al. (2013)cedjue a presenca de compostos
lipofilicos, na posicdo 8, da molécula do flavompidnelhora sua acédo antibacteriana,
corroborando com os dados encontrado no estudizada) em que as plantas da familia
Myrtaceaeapresentaram adequada quantidade de compostogdsndinportante salientar a
atividade antimicrobiana do extrato aquosddarenosdrente aE.coli, na concentracdo de
10 mg/mL, assim como a presenca de maior quantidagmlifendis totais do que o extrato
etandlico da mesma planta, sendo assim possivetesenta de compostos fendlicos

especificos que auxiliem na acéo bactericida dedtato.

Logo o potencial antimicrobiano pode estar rela@ito com a acdo dos compostos
fendlicos presentes, pois em estudo realizado pmrafihi et al. (2009) foi verificada a
presenca de 1,2% de flavonoides no extrato dedalaaplanteByzygium jambos (L.) Alston
da familiaMyrtaceaep que pode ser utilizado como um tratamento amtialcsendo que o 0s
flavonoides presentes no extrato facilitam o aumelot contetdo local de prostaalandinas e
reduzem a secre¢do de histamina, inibindo a bonebarétons e agindo
bactériaH. pylori (BORELLI E 1ZZO, 2000).



CONCLUSAO

O estudo do potencial terapéutico de plantas dia flocal e importante para a
manutencdo das espécies e do ecossistema em @geestio inseridas, assim como a
possibilidade de encontrar principios ativos patsatamento de patologias, favorecendo a

acessibilidade ao tratamento.

Logo, nesta pesquisa identificou-se nos extratss mglantas estudas uma atividade
antimicrobiana contra 0 micro-organisrao coli, sendo que a concentracdo bacteriostatica
minima foi de 2,5 mg/mL nos extratos aquosos (plaet a acdo bactericida ocorreu na
concentracdo de 20 mg/mL de todos os extratos, eéxrecdo do extrato aquoso He
arenosaque apresentou acdo bactericida na concentracdt0 dag/mL, a avaliagdo de
polifendis totais demonstrou que 0s extratos elem®kem geral apresentam maior quantidade
de polifendis, sendo que a plataarenosaapresentou maior quantidade de polifendis totais

no extrato aquoso.

Todos os extratos etandlicos apresentaram mamnmtigiade total de flavonoides do
que os extratos aquosos, foi observado uma qudetiddequada quando relacionados aos
valores de polifendis, ja que os flavonoides sd@ wbclasse dos polifendis, no entanto
outros compostos fendélicos podem estar presengeamastras estudas, pois no estudo foram
utilizadas amostras de extratos brutos destasgslafissim, torna-se importante seguir com a
verificacdo dos demais compostos presentes, paoasavel identificacdo de mecanismos de
inibicdo bacteriana dos extratos destas plantassadamento de compostos para melhorar a

eficacia de tratamento.
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Ainda, em relagdo a acao antioxidante das plagasgladas, pode-se inferir que, por
meio das diferentes metodologias testadas, os@x@guosos apresentaram a seguinte ordem
decrescente, em termos de presenca de compostaDiggem atividade antioxidante:
pitanga, P. salutare, E. arenogeE. anomalaja para os extratos etandlicos tem-se a seguinte

ordem crescent&. arenosa, E. anomala, E. pitang®. salutare.

Logo, foi possivel identificar a interacdo entre asividade antioxidante e
antimicrobiana, pois todos o0s extratos apresentagio contra oS agentes oxidantes, assim

como todas apresentaram atividade contra 0 migantsmoE.coli.



PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

- Quantificar outras classes de compostos fendlicos
- Identificar compostos fendlicos ativos.

- Testar 0s extratos aquosos e etanodlicos dasapléneinte a outras bactérias, Gram positivas,
por exemplo, para verificar se contra essas api@semaior eficacia.

- Isolar compostos quimicos da planta.

- Verificar diferenca de producdo dos metabolitesusdarios, acompanhando com extratos
de colheitas sazonais.
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