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Resumo

MEDINA, Aline Lisbbéa. Atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de
araca (Psidium cattleianum). 2009. 63f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de
Pés-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O aracazeiro (Psidium cattleianum) é espécie frutifera nativa da Ameérica do
Sul, com elevada densidade populacional no Centro Sul do Brasil, em especial no
Rio Grande do Sul. Essa espécie produz frutos de coloracdo amarelada ou
avermelhada, com bom equilibrio de acidez-dogura e compostos aromaticos. Além
disso verifica-se que esses frutos apresentam bons teores de compostos fendlicos,
conhecidos por propriedades antioxidantes. No entanto, a maioria dos estudos foram
realizados com extratos aquosos. Por isso, testaram-se extragdes com acetona,
metanol, etanol e agua, visando otimizar a extracdo de compostos fendlicos totais.
Nos extratos obtidos avaliou-se, além da concentracdo de compostos fendlicos
totais, os principais componentes dessa fracdo através de analise cromatografica
(HPLC), além de capacidade antioxidante dos extratos. Na sequéncia, estudou-se o
potencial antimicrobiano dos extratos contra Salmonella enteritidis, bem como a
capacidade de protecdo a oxidagdo de suspensoes celulares de Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados indicaram que a extracdo com acetona proporciona 0s
maiores teores de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Além disso,
os extratos foram capazes de inibir o crescimento de Salmonella enteritidis e
exerceram significativa protecdo a Saccharomyces cerevisiae frente a oxidagao por
peroxido de hidrogénio. Fica evidente, portanto, o potencial desses frutos como
alimentos com propriedades fitoquimicas de destaque, podendo exibir efeitos

benéficos a saude além de potencial uso farmacéutico.

Palavras-chave: araga, compostos fendlicos, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana, Salmonella enteritidis.



Abstract

MEDINA, Aline Lisbba. Atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de
araca (Psidium cattleianum). 2009. 63f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The araga (Psidium cattleianum) is a native fruit species of South America,
with high population density in Middle south of Brazil, especially in the Rio Grande do
Sul. This species produces yellowish or reddish fruits, with good balance of acidity,
sweetness and aromatic compounds. Furthermore it appears that these fruits have
good levels of phenolic compounds, known for its antioxidant properties. However,
most studies were performed with aqueous extracts. Therefore, extractions with
acetone, methanol, ethanol and water was tested to optimize the extraction of total
phenolic compounds. In the extracts was evaluated, besides the concentration of
total phenolic compounds, the main components of this fraction, and antioxidant
capacity of the extracts. Further, it was studied the antimicrobial potential of extracts
against Salmonella enteritidis as well as the ability to protect the oxidation of cell
suspensions of Saccharomyces cerevisiae. The results showed that the extraction
with acetone gives the highest levels of phenolic compounds and total antioxidant
activity. Moreover, the extracts were able to inhibit the growth of Salmonella
enteritidis and exerted significant protection of Saccharomyces cerevisiae against
oxidation by hydrogen peroxide. Although it has not identified the responsible
compound for these properties, it is clear the potential of these fruits like foods with

phytochemical and distinction properties.

Keywords: araca fruit, phenolic compounds, antioxidant activitie, antibacterial activity,
Salmonella enteritidis.
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1. Introducao

O crescente interesse no consumo de frutas e hortalicas deve-se
principalmente pelos beneficios trazidos ao organismo. Sendo assim, o Brasil, por
apresentar grande biodiversidade, adquire extrema importancia neste contexto.
Muitos dos frutos do Pais ainda sdo desconhecidos ou pouco utilizados. Entre eles,
esta o araca (Psidium cattleianum), da familia das Mirtaceas, que encontra-se
distribuido pelo Pais, e que produz frutos de tamanho pequeno com coloracido
amarelada ou avermelhada, com sabor e aroma agradaveis. Embora estudos sobre
a composicao fisico-quimica e de propriedades antioxidantes em araca ja tenham
sido realizados (VRIESMANN et al., 2002; LUXIMON-RAMA, BAHORUN, CROZIER,
2003; CALDEIRA, et al., 2004; ZAICOVSKI, 2008), a atividade antioxidante e
antimicrobiana em extratos desse fruto ainda nao foram reportados. Além disso é
necessaria a determinacao dos principais constituintes presentes nos extratos, em
particular os compostos fendlicos, para elucidar o mecanismo das atividades
biolégicas.

Dietas ricas em antioxidantes naturais como polifendis, flavonéides, vitamina
C e vitamina E podem reduzir o risco de incidéncia de doencas cardiovasculares e
outras doencas cronicas (VASCO et al.,, 2008). Dentre esses, os compostos
fendlicos compdéem um grupo heterogéneo de moléculas que apresentam em sua
estrutura varios grupos benzénicos caracteristicos associados a grupamentos
hidroxilas, atuando como antioxidantes ndo somente por sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também devido aos radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidacdo de moléculas no organismo, além de varios ingredientes
de alimentos, particularmente acidos graxos (SOARES et al., 2008). Também,
exibem outras atividades bioldgicas, como atividade antimicrobiana, podendo ser
potentes prolongadores da vida de prateleira de alimentos, além de ter

funcionalidade na industria farmacéutica (DUNG et al., 2008).



Para avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana de um vegetal se faz
necessario obter o maximo de extracdo dos compostos bioativos, os quais
apresentam polaridade diferenciada. Desta forma, a solubilidade em um
determinado solvente é caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a
inexisténcia de um procedimento de extracdo universal (MELO, 2008).

De modo geral, a producdo de energia nas células é resultado de processos
oxidativos. Entretanto, o metabolismo oxidativo também leva a producao de radicais
livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (ROS), potencialmente envolvidos no
envelhecimento celular, oxidacao de lipidios e inclusive na alteracdo dos processos
de replicacdo e expressdo de genes (DASTMALCHI et al.,, 2008). Como
consequéncia o estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de
doencas crénicas e degenerativas, incluindo cancer, doencgas cardiacas e Alzheimer
(ROESLER et al., 2007).

Em geral, para prolongar a estabilidade no armazenamento de alimentos,
antioxidantes sintéticos sdo muito utilizados no processamento industrial. Mas de
acordo com algumas evidéncias, os efeitos paralelos de alguns antioxidantes
sintéticos usados no processamento de alimentos como BHT e BHA tém sido
documentados, como efeitos carcinogénicos nos organismos. Por essa razao, tem-
se dado atengcdo para a busca por antioxidantes naturais e os esforcos estdo em
identificar os compostos responsaveis, substituindo os sintéticos (DUNG et al.,
2008).

Este trabalho teve como objetivo realizar extracoes com diferentes solventes
(metanol, acetona, etanol e agua) em araca avermelhado e amarelado, a fim de
otimizar a extragdo do maior teor de compostos fendlicos, além de identificar os
principais componentes dessa fragcdo. Além disso avaliou-se a atividade antioxidante
e antimicrobiana desses extratos verificando a eficacia do método de extracao.
Espera-se que o extrato cujo solvente permita a maior extracdo de compostos

fendlicos apresente as atividades antioxidante e antimicrobiana mais pronunciadas.



2 Revisao bibliografica

2.1 Psidium cattleianum

O aracazeiro (Psidium cattleyanum) pertence a familia botanica das
Myrtaceae, e encontra-se naturalmente distribuido em uma extensa area do Brasil,
desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. O fruto € uma baga de coloracdo amarelada
ou vermelhada, de acordo com o genétipo, cuja safra ocorre nos meses de fevereiro
a abril (MANICA, 2000). A polpa é branca, amarelada ou avermelhada,
mucigelatinosa, aromatica, contendo muitas sementes. No Brasil ndo ha relatos de
plantacbes que objetivam da pratica industrial. O fruto € consumido na forma in
natura, em sucos, geléias e sorvetes (HAMINIUK et al.,, 2006). Além do
aproveitamento doméstico dos frutos e da madeira, utilizam-se também as raizes,
cascas e folhas no preparo de infusbes, amplamente difundidos na medicina
popular.

A composicao centesimal e os teores de minerais do fruto de aracé variam em
funcdo dos indices pluviométricos, altitude, clima e solo das regides de colheita.
Outros fatores, tais como a origem do material genético, a época de producdo e o
estadio de maturagédo do fruto, também exercem influéncia na composicao e valor
nutricional do araca (VIEIRA et al., 2006). Embora essa afirmativa, que é genérica
para praticamente todas as espécies frutiferas, poucos dados estdo disponiveis com
relacdo a essa espécie. As citagdes gerais indicam que se trata de um fruto que
pode ser bom contribuinte como fonte de compostos fendlicos, acido ascérbico,
acucares, fibras e minerais (HAMINIUK et al., 2006; MANICA, 2000; VIEIRA et al.,
2006; ZAICOVSKI, 2008).



2.2 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos sado originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além de se
formarem em condicdes de estresse, como infecgdes, ferimentos, radiagcdes UV,
dentre outros (ANGELO e JORGE, 2007). Basicamente sdo substancias formadas
pelo anel benzénico com grupos hidroxilas associados diretamente a estrutura
ciclica. Esses compostos sao sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas
principais: a via do acido chiquimico e a via do acido mevalénico (KEGG, 2008).

As propriedades biolégicas dos compostos fendlicos estdo geralmente
relacionadas com a atividade antioxidante que cada composto exerce sobre
determinado meio. A atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende de sua
estrutura quimica, podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente
redutor (velocidade de inativacdo de radicais livres e de oxigénio singlete,
reatividade com outros antioxidantes e potencial de quelagdo de metais) (MAMEDE;
PASTORE, 2004).

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacdo de
lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdao das reacdes de
oxidagdo em cadeia. Estudos tém demonstrado que o consumo diario de
substancias antioxidantes pode produzir uma agado protetora efetiva contra os
processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo. Foi demonstrado que
doencas como certos tipos de cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS,
doencas do coragdo, além do envelhecimento celular, podem estar ligadas aos
danos causados por formas de oxigénio extremamente reativas denominadas de
“substancias reativas oxigenadas” ou simplesmente ROS (DEGASPARI et al., 2004).
A reducédo das ROS é realizada basicamente por dois mecanismos. Um deles &
enzimatico, no qual enzimas do sistema antioxidante sdo capazes de reciclar as
moléculas oxidadas, e prevenir os danos as membranas e DNA, como é o caso de
superoxido dismutase, catalases, glutationa redutase, ascorbato redutase, dentre
outras. O outro € quimico, no qual o organismo utiliza moléculas com capacidade
redutora, como é o caso de compostos fendlicos, acido ascoérbico, carotendides,
dentre outros (SOUSA et al., 2007).

Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem se divididos em dois
grupos: os flavondides e acidos fendlicos. Os flavondides sdo os que apresentam a



estrutura quimica descrita como C6-C3-C6, que consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico, denominado anel C, possuindo hidroxilas e glicosideos distribuidas ao
redor (Fig. 1) (ANGELO e JORGE, 2007).

] L

Fig. 1 — Estrutura quimica dos flavonoides.

Variacoes na estrutura dos flavondides acabam subdividindo este grupo em
flavonol, flavona, flavanol e isoflavonas. Em comum, esses quatro grupos possuem
hidroxilas ligadas nas posi¢des 5 e 7 do anel A. Os flavondis, como a quercetina e o
kaempferol, possuem uma hidroxila na posi¢cao 3 e grupamento carboxila na posicao
4 (anel C). Flavonas, como luteolina, sdo semelhantes aos flavonois, porém sem a
hidroxila ligada na posicao 3. Os flavanéis, como catequina, ndo possuem a dupla
ligagcdo com oxigénio no anel C, mas possuem uma hidroxila da posicdo 3. E
isoflavonas, como genisteina, apresentam o anel B ligado no carbono da posicao 3
do anel C (Fig. 2) (RICE-EVANS et al., 1997).

Flavoncl Flavone

oD

OH o}

Flavan-3-ol Isoflavone

Figura 2 — Estruturas de flavondides.



As antocianinas (fig. 3) sdo outro grupo de compostos que pertencem aos
flavondides. Sdo os componentes de muitas frutas vermelhas e hortalicas escuras,
apresentando grande concentracdo nas cascas. Seu espectro de cor vai do
vermelho ao azul, apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores
resultando em tons de purpura (VOLP et al., 2008). A glicolisagdo proporciona
estabilidade e solubilidade a estes pigmentos, podendo ocorrer em varias posi¢oes,
sendo observada com maior freqiiéncia na posi¢cao 3 do anel C. Como produtos da
hidrélise das antocianinas obtém-se o componente glicidico e a aglicona,
denominadas antocianidina (CABRITA; LAUREANO; SILVA, 2003).

Variando a posi¢ao e os tipos de grupos quimicos nos anéis aromaticos das
antocianinas, a capacidade de receber elétrons desemparelhados de moléculas de
radicais livres também varia. Seu potencial antioxidante também é dependente do
namero e da posicao dos grupos hidroxilas e sua conjugacao.

HO

Figura 3 — Estrutura quimica de antocianinas.

Em geral, os flavondides ocorrem como glicosideos, o que torna a molécula
menos reativa contra radicais livres, porém mais sollvel em sistemas aquosos,
permitindo, portanto, o armazenamento no vacuolo da célula (VOLP et al., 2008). As
posicdes mais comuns onde ocorrem glicosilagdes sdo nos carbonos 3, 5e 7, e o
acucar mais usualmente envolvido € a glicose, sendo que a galactose, ramnose,
xilose e arabinose também ocorrem (SILVA et al., 2004).

A atividade antioxidante desses polifendis € determinada pela capacidade de
sequestrar radicais livres, oxigénio singlete e algumas vezes como quelantes de
metais, podendo também atuar em conjunto com outras moléculas antioxidantes
(SOARES, 2002). A habilidade dos compostos fendlicos de serem antioxidantes
depende de sua estrutura quimica, sendo que o0s principais grupamentos
responsaveis sdo: a) a fracdo orto 3’,4’- dihidroxi no anel B (como exemplo a



catequina e quercetina); b) a fracdo 5,7-dihidroxi no anel A (como exemplo o
kaempferol); c) a dupla ligacdo entre as posi¢cdes 2 e 3 combinadas com o grupo
carboxilico na posicdo 4 do anel C, que provocam ressonancia. Entretanto,
alteragdes nos arranjamentos dos grupos hidroxilas e substituicdes por glicosilacao
acabam diminuindo a atividade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997).

Ja os acidos fendlicos caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula. Estao divididos em dois grupos, derivados do &cido hidroxibenzodico, que
tem estrutura comum C6-C1 (como exemplo os acido galico, vanilico e siringico), e
derivados do &acido hidroxicindAmico, que sado compostos aromaticos com trés
carbonos que formam uma cadeia lateral com estrutura C6—C3 (0os mais comuns sao
0s acidos caféico, ferulico e p-cumarico) (Fig. 4) (ANGELO e JORGE, 2007).

a) b)
R1 R‘1
OH OH
=
R; COOH R; COOH

Figura 4 — Estrutura quimica de acido hidroxibenzdico (a) e acido
hidroxicinamico (b).

Os acidos fendlicos tem atuacado semelhante aos flavonéides, seqlestrando
radicais livres como principal forma de atuagcdo como antioxidantes. Os acidos
hidroxicindmicos sdo mais ativos em relacao a atividade antioxidante do que os
acidos hidroxibenzdicos. Isso se deve a dupla ligacdo do radical presente na
molécula dos derivados do acido hidroxicindmcio, que participa da estabilidade do
radical por ressonancia do deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto que
os derivados do acido benzdico ndo apresentam essa caracteristica (ANGELO e
JORGE, 2007).

A atividade antioxidante dos acidos hidroxicinamicos também €& maior por
possuirem grupamentos metoxila em sua estrutura. A presenca de uma metoxila
adjacente a hidroxila, como ocorre no acido ferulico, aumenta o periodo de inducao
da oxidacao duas vezes em relagcdo a um controle sem antioxidante. Este decurso

de tempo é ainda maior com a presenca de duas metoxilas, como ocorre no acido



sinaptico. Entretanto, um maior potencial antioxidante é encontrado quando ha duas
hidroxilas nas posi¢des 3 e 4, estrutura apresentada pelos acidos caféico e 3,4-
dihidroxibenzoico, por exemplo (MARINOVA e YANISHLIEVA, 1992).

2.3 Atividade antimicrobiana

Microrganismos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de
fungos, sado reconhecidos por serem causadores de diversas infeccoes em
humanos. Apesar das industrias farmacéuticas produzirem um expressivo e efetivo
namero de novos antibidticos nos ultimos anos, a resisténcia microbiana a essas
drogas também aumentou (MATASYOH et al., 2009). Em geral, as bactérias tém a
habilidade genética de adquirir e de transmitir resisténcia as drogas utilizadas como
agentes terapéuticos. Medidas para enfrentar o problema sdo necessarias, entre
elas, do controle no uso de antibidticos, o desenvolvimento de pesquisas para uma
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e
estudos acerca de novas substancias antimicrobianas, sintéticas e naturais
(LOGUERCIO et al., 2005). Recentemente, o uso de extratos de plantas como
agentes com atividade antioxidante e antimicrobiana tem sido de extrema
importancia para os alimentos, pois podem ser utilizados como aditivos alimentares,
fornecendo protecdo contra reagdes oxidativas, além de proteger contra
microrganismos deteriorantes e patogénicos. A adicdo de conservantes quimicos é
um método convencional de garantir a seguranga dos alimentos. Entretanto, os
consumidores estdo aumentando sua preocupacao sobre os aditivos nos alimentos,
tendendo a escolher alimentos naturais, saudaveis e seguros. Consequentemente,
a demanda por conservantes naturais e o desenvolvimento de compostos
antimicrobianos saudaveis € um objetivo de pesquisadores (WU et al., 2008).

As frutas sao ricas fontes em substancias bioativas como compostos fendlicos
e acidos organicos, que podem fornecer atividade antimicrobiana. Alguns autores
estudam as propriedades antimicrobianas de compostos fendlicos e extratos de
plantas contra bactérias patogénicas transmitidas por alimentos (DUNG et al., 2008;
KUETE et al., 2008; THITILERTDECHA et al., 2008), e as evidencias mostram que
os compostos fendlicos sdo alguns dos principais componentes que fornecem
atividade antimicrobiana, muitas vezes agindo sinergicamente entre eles e com

outras moléculas extraidas, como carotendides e &cido ascoérbico. Algumas



pesquisas mostram que essa atividade antimicrobiana é relacionada a agao
antioxidante dos mesmos (THITILERTDECHA et al.,, 2008). A atividade
antimicrobiana dos extratos pode variar de acordo com a concentragdo e o tipo de
bactéria a ser estudada. (MATASYOH et al.,, 2009). Variacbes nas estruturas de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas podem causar danos diferenciados
quando a bactéria é submetida a compostos antimicrobianos (WU et al., 2008). As
diferencas entre esses dois grupos residem principalmente nas suas propriedades
de permeabilidade e nos componentes de superficie. (SCHAECHTER et al., 2002).
A parede celular de bactérias Gram-positivas contém uma camada mais expessa de
peptideoglicano do que bactérias Gram-negativas, fornecendo uma melhor rigidez.
Portanto, bactérias Gram-negativas podem apresentar-se mais sensiveis que
algumas bactérias Gram-positivas e, ser mais facilmente destruidas pela formacao
de lesbes ou canais na parede celular (WU et al.., 2008). Entretanto, as bactérias
gram-negativas possuem uma membrana envolvendo a parede celular, o que
restringe a difusdo de compostos hidrofilicos através da camada de
lipolissacarideos. Sem essa estrutura, a parede celular das bactérias gram-positivas
pode ser mais facilmente permeabilizada por compostos, inclusive rompendo a
membrana citoplasmatica (TIAN et al., 2009).

O mecanismo de agdo de compostos fendlicos pode ser explicado por sua
acao na degradacdo da parede celular, danos a membrana citoplasmatica, ao
extravasamento de material celular, a coagulacdo do citoplasma, e a desregulacao
do sistema de transporte de ions e elétrons no sistema membranério (BURT et al.,
2004). Uma importante caracteristica dos polifendis é sua hidrofobicidade, o que
lhes permite a difusdo em lipideos de membrana celular bacteriana, de mitocondrias
e de outros componentes celulares como proteinas e enzimas, desestabilizando as
estruturas e tornando-as mais permeaveis (BURT, 2004). O rompimento da
membrana citoplasmatica provoca a saida de elementos vitais a célula como
fosfatos, ions, purinas e acidos nucléicos ou a entrada de substancias nocivas ao
metabolismo bacteriano (TAVARES, 1999).

A estrutura e composicao quimica dos compostos fendlicos afeta seu modo
de acédo e atividade antibacteriana, principalmente no que se refere a posicao e ao
nuamero de grupamentos hidroxila no anel fendlico. Além disso, interagdes quimicas
entre os componentes antimicrobianos também sao observadas, evidenciando

efeitos sinérgicos, mas também efeitos antag6nicos (BURT, 2004).



2.4 Extracoes de compostos fendlicos

Para a identificacao e isolamento de compostos bioativos em fontes naturais
como frutas, sementes e especiarias € necessaria a realizacdo da otimizacao das
condicbes de extracdo, em particular dos solventes a serem utilizados (ANDREO e
JORGE, 2006).

Para extracdo de compostos fendlicos, os estudos reportam que os solventes
mais eficientes sdo os que apresentam caracteristicas polares, como etanol,
metanol, acetona, etil acetato ou dgua. Em estudo realizado por Dastmalchi et al.
(2008), ao utilizar etanol, obteve-se significativa atividade antioxidante em extratos
de limao, enquanto Chen e Yen (2007) reportaram as maiores atividades ao utilizar
extratos aquosos em folhas de goiaba. Ja Ajila et al. (2007) obteram melhores
resultados com acetona em extratos de meldo, e Jayaprakasha e Patil (2007)
utilizando metanol 80% em extratos de laranja. A todos esses extratos a alta
atividade antioxidante foi relacionada ao elevado teor de compostos fendlicos
extraidos. No entanto percebe-se que ndo ha uma condicdao padrao para todos os
materiais.

Sob o ponto de vista quimico ndo ha como selecionar a metodologia mais
eficiente para a extracdo dessas moléculas que podem sofrer a influéncia de
diversos fatores. Dentre esses, podem ser citados a natureza do vegetal, o solvente
empregado na extracdo, o tamanho das particulas, o tempo e a temperatura de
extracdo. Longos periodos de extracdo aumentam a possibilidade de oxidacao dos
fendlicos exigindo que agentes redutores sejam adicionados ao solvente do sistema
(ANDREO e JORGE, 2006). A temperatura durante a extracdo pode afetar os
compostos bioativos de diferentes maneiras, sendo que o conteudo total de fendlicos
diminui com aumento da temperatura (CONDE et al., 1998).

A natureza quimica dos compostos nos alimentos varia do simples ao
altamente polarizado, havendo grande variedade de compostos bioativos nos
vegetais (como os acidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes quantidades
presentes, além da possibilidade de interacdo dos compostos antioxidantes com
carboidratos, proteinas e outros componentes dos alimentos. Alguns desses
complexos, assim como alguns fendlicos com alto peso molecular, sdo altamente
insoliveis em agua. Ha evidencias de que extratos com compostos fendlicos de

baixo peso molecular, como acido galico e catequina, em extratos de acetona,



apresentam maior atividade antioxidante do que aqueles com moléculas de alto
peso molecular, como kaempferol e resveratrol (ZHAO e HALL, 2008).

Portanto, estudos sao realizados com a finalidade de otimizar esses
processos, viabilizando-os como alternativa eficiente para o extracdo de moléculas
com importantes atividades biologicas. Além disso, é muito importante a
identificacdo dos compostos extraidos para melhor elucidar os responsaveis pelas
atividades biolégicas desses extratos, bem como os mecanismos de agdo dessas

moléculas.



ARTIGO
Atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de araca

(Psidium cattleianum)

Resumo

Extratos de araca avermelhado e amarelado (Psidium cattleianum) foram
realizados com diferentes solventes (metanol, acetona, etanol e &gua) para
obtencdo de compostos fendlicos. Além da quantificacdo dos compostos fenédlicos
em cada extrato, foi feita a identificacdo desses componentes por HPLC, e suas
atividades antioxidantes e antimicrobianas contra Salmonella enteritidis foram
avaliadas. Para atividade antioxidante foram utilizados o método de sequestro do
radical livre DPPH e o método utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como
modelo bioldgico para estudo da oxidagao in vivo. Os extratos de acetona foram os
que apresentaram o maior teor de compostos fendlicos totais, e consequentemente,
a maior atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres DPPH.
Além disso, extratos aquosos demonstraram importante protecdo a Saccharomyces
cerevisiae contra oxidagdo. Contra o microrganismo Salmonella enteritidis todos 0s
extratos exibiram atividade antimicrobiana, ndo havendo correlagdo direta com a
atividade antioxidante. Dos compostos fendlicos identificados por HPLC o
predominante foi a epicatequina, seguida do &acido galico, e em menor teor a
miricetina e quercetina, indicando que o0s compostos podem ter atuado

sinergicamente para fornecer as caracteristicas funcionais dos extratos.

Palavras-chave: araga, compostos fendlicos, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana, Salmonella enteritidis.



1 Introducao

Os frutos constituem-se em fontes significativas de substancias fitoquimicas
(DUNG et al., 2008). Dentre esses destacam-se os polifendis, produtos secundarios
do metabolismo vegetal que constituem um amplo e complexo grupo. Essas
moléculas sdo essenciais para o crescimento e reproducao das plantas, e tém sua
sintese induzida em condi¢cdes de estresses bibticos e abidticos, como infecgdes,
ferimentos, radiagdes UV, ozdnio, salinidade, estresse hidrico, térmico, entre outros.
Em alimentos, sdo parcialmente responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (ANGELO e JORGE, 2007).

Quimicamente, os compostos fendlicos sao definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo os
grupos funcionais e possuem estrutura variavel e, com isso, sao multifuncionais.
Esses fitoquimicos englobam desde moléculas simples, como acido galico,
epicatequina, procianidinas, até moléculas com alto grau de polimerizagdo, como
taninos e ligninas. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares
e proteinas (SOARES, 2002).

Embora os processos oxidativos sejam essenciais para a producdo de
energia em organismos aerobios, também produzem espécies reativas de oxigénio
(ROS) e radicais livres (RL), envolvidos no desenvolvimento de diversas doengas
incluindo envelhecimento celular, mutagéneses, carcinogéneses, doencas
cardiovasculares, diabetes e neurodegeneracdao (DUAN et al., 2007). Para a
prevencdo desses disturbios duas vias de protecdo sdo ativadas nas células
autotréficas e heterotréficos: a) ativacdo do sistema antioxidante enzimatico e ou b)

consumo ou sintese de moléculas antioxidantes. Nesse segundo caso, moléculas



como compostos fendlicos, acido ascorbico e carotendides tém destaque na
protecao a oxidacao celular (SOUSA et al., 2007).

A capacidade antioxidante dos polifenéis € devida, principalmente, as suas
propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante exibida por estes
fitoquimicos é diferenciada uma vez que depende, fundamentalmente, do nimero e
posicao de hidroxilas (OH) presentes na molécula (MELO et al., 2008). O potencial
de reducéo é considerado a habilidade do antioxidante em doar elétrons (SHI et al.,
2009), e os intermediarios formados sao relativamente estaveis, devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias. (SOUSA et
al., 2007). Além de antioxidantes, os compostos fendlicos podem exibir outras
atividades biolégicas como atividade antimicrobiana, anticarcinogénica e
antiproliferativa (THITILERTDECHA et al., 2008). O efeito antioxidante é realizado
por diferentes mecanismos, sendo o mais importante o sequestro de radicais livres,
que depende da estrutura do composto envolvido (HEIMLER et al.,, 2006). A
intensidade da acédo antioxidante exibida por estes fitoquimicos € diferenciada,
principalmente devido ao numero e posicdo de hidroxilas presentes na molécula
(MELO et al.,, 2008). Propriedades antimicrobianas tém sido atribuidas aos
compostos fendlicos, importantes no prolongamento da vida de prateleira dos
alimentos, além de inibir o crescimento de microgranismos patégenos (CEVALLOS-
CASALS et al., 2006).

Estudos clinicos e epidemiol6gicos mostraram que o consumo de compostos
fendlicos presentes em frutos, hortalicas e cereais constitui o principal fator para a
significativa redugdo da incidéncia de doengas crbnicas e degenerativas em
populacdes cujas dietas sdo ricas na ingestao desses alimentos (ROESLER et al.,

2007). Neste contexto, o Brasil assume importancia, tendo em vista ser o maior



berco genético de espécies frutiferas do planeta, muitas dessas ainda pouco
conhecidas ou utilizadas comercialmente. E o caso do aragazeiro, que produz frutos
pequenos que podem ter coloracdo amarelada ou avermelhada, dependendo do
gendtipo. A polpa tem sabor com bom equilibrio acido-adocicado, aromatica,
contendo muitas sementes. A safra ocorre nos meses de janeiro a maio, €
praticamente ainda ndo ha planta¢cdes comerciais, sendo o fruto consumido in natura
ou na forma de sucos, sorvetes e geléias (HAMINIUK et al., 2005). Recentemente
verificou-se que esse fruto tem elevada atividade antioxidante, possivelmente
atribuida ao sinergismo de seus compostos fendélicos, carotendides, antocianinas e
vitamina C (ZAICOVSKI, 2008). Em funcao disso, acredita-se que a atividade
antioxidante possa estar associada ao teor de compostos fendlicos, que podem
exercer acao antimicrobiana.

Neste estudo otimizou-se a extracdo de compostos fendlicos totais em
aracgas, identificou-se os principais compostos fendlicos e avaliou-se a capacidade

antioxidante desses extratos, assim como o potencial antimicrobiano.

2 Material e métodos

2.1 Reagentes

Metanol, Acetona, Etanol, Acido Acético, Folin Ciocalteau 2N, Carbonato de
Sédio Anidro, Acido Cloridrico, Padrdes Cromatograficos Acido Cafeico, Acido
Ferulico, Acido P-Cumarico, Acido Galico, Acido Elagico, Quercetina, Kaempferol,
Miricetina, (+) Catequina, (-) Epicatequina, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila),

Peroxido de Hidrogénio (todos com grau compativel para estudo em HPLC), Meio



YPD, Agar, Glicose, Peptona, NaCl, Agar Miller Hinton, TSA, Extrato de Levedura e

Ciprofloxacina.

2.2 Material vegetal

Frutos de araca (Psidium cattleianum), com coloracdo avermelhada (AR9,
AR19 e AR29) e amarelada (AR27, AR 46 e AR72), safra 2007/2008 foram colhidos
do banco de acessos da Embrapa Clima Temperado/Pelotas, em estadio maduro e

armazenados a -80 °C até o preparo dos extratos.

2.3 Extracao de compostos fendlicos totais

O procedimento de extragdo de compostos fendlicos totais foi baseado em
Souza et al.,, 2008, coma algumas modificagcdes. Dez gramas de frutos integros,
congelados a -80 °C, foram triturados sob nitrogénio liquido com grau e pistilo, e
submetidos a extracdo com 20 mL de solvente (metanol, acetona, etanol ou agua
ultra pura) em agitador orbital a 200 rpm por 1 hora a temperatura ambiente (20 *
3°2C). Os extratos foram centrifugados a 12000 g por 10 minutos a 4 °C e os
sobrenadantes foram coletados e concentrados, para remogao do solvente, em rota
evaporador a 40 °C (por aproximadamente 10 minutos) sob pressao reduzida. Para
o extrato aquoso, a concentracdo foi realizada em liofilizador (Edwards, Micro
Molulyo). Agua ultra pura foi adicionada para a recuperacgéo dos extratos resultantes
que tiveram seu volume ajustado para 10 mL, e foram armazenados a -80 °C até o
momento das analises. Todas as avaliagdes, para cada acesso, foram realizadas em

triplicata.



2.4 Determinacao do teor de fendéis totais

O teor de fendis totais foi determinado utilizando o método descrito por
SINGLETON et al. (1999) modificado por DEWANTO et al. (2002). 125 pL de
cada extrato foram adicionados a 0,5 mL de agua ultra pura e 125 L do reagente de
Folin Ciocalteau 2 N. A mistura foi mantida em repouso por 6 minutos e, apos,
adicionaram-se 1,25 mL de Carbonato de Soédio 7% (m/v), ajustando-se o volume da
reacao para 3 mL com agua ultra pura. Como tratamento controle foi utilizada agua
ultra pura em substituicdo aos extratos. Manteve-se a mistura em repouso por 90
minutos a temperatura ambiente (20 £ 3 °C), na auséncia de luz, fazendo a leitura da
absorbancia a 760 nm em espectrofotémetro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech).
Acido galico foi utilizado como padrdo para construir a curva de calibracdo nas
concentragbes de 0, 20, 50, 100, 200, 300, 350, 450 pg/mL, obtendo-se uma
equacdo da reta expressa por y=0,0056x, com R?=0,9988. O teor de fendis totais

dos extratos foi expresso em mg de &cido galico por g de fruta (mg GAE/qg).

2.5 Atividade antioxidante pelo sequestro de radicais DPPH

A atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH foi realizada de
acordo com método de BRAND-WILLIAMS et al. (1995) com algumas modifica¢des.
10 yL de cada amostra foi adicionada a 3,990 mL de solucdo de DPPH em metanol
(100 mM), as quais foram agitadas e deixadas ao abrigo da luz e oxigénio. Como
tratamento controle foi utilizado metanol em substituicdo dos extratos. As

absorbancias foram mensuradas a 517 nm aos 60 minutos de reagéo. A capacidade



de sequestrar o radical foi expressa como percentual de inibicdo, calculada de
acordo com a equagao 1:
(1)
% Inibicao = [(Abs. Controle — Abs. Amostra) x 100

Abs. Controle

2.6 Analise cromatografica dos compostos fendlicos

A gquantificacdo dos compostos fendlicos individuais por cromatografia liquida
de alta eficiéncia foram realizadas segundo método adaptado por HANIKKEN E
TORRONEN (2000) e ZAMBIAZI (1997). Aos extratos (1mL) foram adicionados 4,9
mL de HCI e 30 mL de metanol com o objetivo de realizar uma hidrélise acida. As
amostras foram mantidas em banho-maria a 35 °C por 24 horas, em auséncia de luz.
ApOs esse periodo, as amostras foram filtradas em papel filtro Whatman n°1,
completando-se o volume do filtrado para 50 mL com metanol. O residuo
concentrado a 40 °C foi redissolvido em metanol até o volume final de 10 mL, o qual
foi centrifugado (7000 g por 10 minutos), sendo entao injetada uma aliquota de 20
uL.

A analise cromatografica foi realizada em cromatégrafo Shimadzu 10Ayp,
utilizando uma coluna de separacao analitica de fase reversa, Nova-Pak Cis (3,9 cm
x 150 mm x 4 um). Como fase movel utilizou-se dois solventes: (A) solucdo aquosa
de acido acético (99:1, v/v); (B) 100% metanol. O gradiente de eluicao foi o seguinte:
de 100% A até 60% A em 25 minutos, 60% A por 2 minutos, 60% A até 95% A em
10 minutos, 95% A por 5 minutos e retorno das condic¢des iniciais. O fluxo manteve-

se a 0,9 mL/min, e temperatura de coluna mantida em 25°C. Os compostos fendlicos



foram identificados comparando os tempos de retencao dos padrdes e através de
informacdes obtidas dos espectros de absorcdo no UV-visivel, modelo SPD-10AVyp
em comprimento de onda de 280 nm. O teor dos compostos fendlicos foi expresso

em mg/g de fruta fresca.

2.7 Atividade antioxidante utilizando Saccharomyces cerevisiae

A atividade antioxidante frente a um modelo biolégico foi realizada utilizando a
linhagem hapléide da levedura Saccharomyces cerevisiae XV185-14c (MATa ade2-2
arg4-17 his1-7 lys1-1 trp5-48 hom3-10), cedida a Dra. Mirian Salvador (UCS-RS)
pelo Dr. R. C. Von Borstel (Genetics Department, University of Alberta, Edmonton,
AB, Canada).

O cultivo da linhagem S. cerevisiae XV185-14c foi realizado em meio YPD
sélido contendo 1% (m/v) de extrato de levedura, 2% (m/v) de agar, 2% (m/v) de
glicose e 2% (m/v) de peptona (todos E. Merck). Para a diluicdo da suspenséo
celular empregou-se solucdo de NaCl (Reagem) a 0,9% (m/v). Como agente de
inducdo de oxidacao foi utilizado 50mM de peroxido de hidrogénio (E. Merck),

preparado imediatamente antes do uso, em agua destilada deionizada e estéril.

Para determinar a capacidade antioxidante, 2 x 10’ UFC/mL da linhagem
XV185-14c foram tratadas com os extratos aquosos dos acessos AR27 (amarelado)
e AR9 (avermelhado) na concentracao de 25% (maior concentragdo nao citotoxica,
previamente testada) e/ou peréxido de hidrogénio 50mM, sendo incubadas a 28°C
por 1 hora com agitacdo. A seguir, aliquotas foram diluidas em solucao salina e

incubadas por 72 horas a 28°C em placas de Petri, contendo meio YPD. A



viabilidade celular foi determinada pela contagem de col6nias, considerando o

controle (sem tratamento) como 100% de sobrevivéncia.

2.8 Atividade antimicrobiana

Foi utilizada a linhagem de Salmonella enteritidis (ATTCC 13076) que foi
mantida a 5 °C em meio TSA. A atividade antimicrobiana dos extratos foi testada
pelo método de difusdo em disco de acordo com o National Commitee for Clinical
Laboratory Standards Guidelines (NCCLS, 2001), com algumas modificagdes. Foram
utilizadas suspensdes de células com 10’ UFC/mL obtidas pelo padrdo de turbidez
McFarland N° 0.5, as quais foram padronizadas ajustando-se a densidade éptica de
0.1 a 625 nm. Uma suspensado do microrganismo foi espalhada em Agar Mueller-
Hinton em placas de Petri com diametro de 15 cm. Discos de papel filtro (6 mm de
diametro) foram embebidos nos extratos durante 5 horas. Apds esse periodo, os
discos foram secos a temperatura ambiente (20 + 3 °C) e colocados na superficie
das placas inoculadas, que foram incubadas a 37°C por 24h. Os diametros das
zonas de inibigdo foram mensuradas em milimetros. O antibiético Ciprofloxacina foi
utilizado como controle positivo, e dgua ultra pura como controle negativo, e as
zonas de inibicdo foram comparadas com aquelas dos discos de referéncia. A
minima concentragao inibitéria (MIC) foi definida como a menor concentracdo que
inibiu o crescimento do microrganismo, detectado visualmente. Foram utilizadas as

seguintes concentracdes dos extratos: 100%, 40%, 16%, 10% e 5%.



2.9 Estatistica

O delineamento constituiu no estudo de 6 acessos de araga, trés com
coloracdao amarelada (AR27, AR46 e AR 72) e trés com coloragcdo avermelhada
(AR9, AR19 e AR29), coletando-se 3 amostras de aproximadamente 100 g por
acesso. Todas as andlises foram realizadas com 3 repeticbes por unidade
experimental. Os resultados foram avaliados através de andlise de variancia
(ANOVA) e comparagao de médias através do programa SAEG 9.1. As médias que
apresentaram diferenca significativa foram identificadas pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Para os resultados obtidos em %, houve

transformacao dos dados previamente a analise estatistica.

3 Resultados e discussao

3.1 Efeito do solvente na extracao de compostos fendlicos totais

Além do efeito do gendtipo, verificou-se que o solvente influencia na extragéao
de compostos fendlicos totais de araca. Neste estudo, a acetona, solvente com alta
polaridade, permitiu a obtencdo dos maiores teores de compostos fendlicos totais
(Tabela 1). Vérios estudos tém sido feitos com esse propdsito, mas os resultados
variam em funcao do material estudado. Alguns autores (ZHAO e HALL, 2008; WU e
NG, 2007), ao avaliar extratos de uvas passa e meldes obtidos com diferentes
solventes, verificaram que compostos fendlicos sdo melhor extraidos com etanol, ao
contrario de RUSAK et al. (2008) e JAYAPRAKASHA et al., (2007) que obtiveram os

maiores teores desses compostos em extratos aquosos de cha verde e frutos de



cinamomo. Para araca, houve destaque para acetona, seguida pelos alcoois
metanol e etanol.

O fato de haver diferentes concentracées de compostos fendélicos totais entre
0s genodtipos ja era esperado, tendo em vista que trata-se de um metabolismo
fortemente dependente do gendétipo e das condicbes ambientais (VASCO et al.,
2008). Em média, os aracas de coloracdo avermelhada apresentam maiores teores
de compostos fendlicos totais. Em estudos conduzidos por ZAICOVSKI (2008),
verificou-se que o0s acessos que produzem frutos vermelhos tém compostos
antocianicos, que sao flavondides importantes por contribuir significativamente para

a atividade antioxidante de frutos (ABE et al., 2008).

Tabela 1. Teor de fendis totais em extratos de araga, expressos em mg EAG/q,
obtidos com diferentes solventes (metanol, acetona, etanol e 4gua ultra pura).

Teor de fendis totais (mg EAG/q)

Extratos
Genotipos Metanol Acetona Etanol Agua
Amarelos AR 27 39,9 Eb 54,1 Ca 25,4 Fc 26,0 Dc
AR 46 36,1 Fb 53,1 Da 35,9 Dc 33,2 Cd
AR 72 44,9 Db 54,6 Ca 28,8 Ec 25,6 Dd
Vermelhos AR 9 52,7 Bb 59,4 Aa 46,9 Bc 37,1 Bd
AR 19 58,5 Aa 58,7 Aa 51,4 Ab 33,1 Cc
AR 29 46,8 Cb 56,3 Ba 37,0Cd 42,9 Ac

Valores com letras maiusculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente
(p<0,05).

Valores com letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente
(p<0,05).



3.2 Atividade antioxidante

No que se refere a atividade antioxidante, mensurada através da capacidade
dos extratos em sequestrar o radical DPPH, expressa em percentual de inibicao,
evidenciou-se que a intensidade da acgao é diferenciada entre os extratos e entre os
genotipos (Tabela 2). Os extratos com maior atividade antioxidante foram aqueles
cujos compostos foram extraidos com acetona ou metanol, solventes que

proporcionam a maior extracao de compostos fendlicos totais (Tabela 1).

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos de araca (% inibicdo do radical DPPH).

% inibicao do radical DPPH

Extratos
Genotipos Metanol Acetona Etanol Agua
Amarelo AR 27 33,2 Db 45,4 Fa 17,7 Ec 17,8 Cc
AR 46 30,0 Eb 79,7 Ca 17,0 Ed 25,1 Bc
AR 72 37,6 Cb 55,6 Ea 23,3 Dc 19,5 Cd
Vermelho AR 9 79,7 Ab 95,6 Aa 39,9 Bc 35,3 Ad
AR 19 64,7 Bb 93,4 Ba 58,2 Ac 25,0 Bd
AR 29 39,2Cb 71,1 Da 34,2 Cd 35,5 Ac
Valores com letras maiusculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente

(p<0,05).
Valores com letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente
(p<0,05).

Dentre os estudos utilizando diferentes solventes para extracdo de compostos
com atividade antioxidante evidencia-se que o tipo de solvente afeta a composicéo
fendlica e, consequentemente, a atividade antioxidante (KAHKONEN et al. 2001;
YILMAZ e TOLEDO, 2006; CONTINI et al., 2008), mas & provavel que a atividade

antioxidante dos extratos seja resultado de sinergismo entre 0s compostos



identificados, bem como com outros componentes que possam ser extraidos, como
acido ascorbico e carotendides (VASCO et al., 2008).

Por meio da andlise de regressao verifica-se que ha um comportamento linear
entre a concentracao de fendis e a capacidade dos extratos em sequestrar o radical
livie DPPH (com R? de 0,99; 0,97; 0,85; 0,82; 0,84 para os acessos AR 27, AR72,
AR9, AR19 e AR29 respectivamente). O Unico acesso que nao seguiu essa
tendéncia foi 0 araca amarelo AR 46, com comportamento polinomial (R? 0,99). Essa
relacdo sugere que a contribuicdo dos compostos fendlicos € relevante para a
atividade antioxidante. Varios autores tém demonstrado que existe relacdo positiva
entre o teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante de frutos e hortalicas
(SOCHA et al., 2009; Li et al., 2009; VASCO et al., 2008). No entanto, ZAICOVSKI
(2008) verificou que essa regra nao é valida para todos os acessos de araca,
pitanga e guabiroba.

Entre os seis acessos estudados, em geral, os extratos que apresentaram
maior atividade antioxidante foram os provenientes dos gendétipos de coloragéao
avermelhada, com destaque para a o extrato obtido com acetona, do aragcd AR9 com
95% de inibicdo do radical DPPH. Esses extratos também apresentaram os maiores
teores de compostos fendlicos, quando comparadas aos extratos de acessos de
aragcd amarelo. De acordo com estudos de ZAICOVSKI (2008), os gendétipos
estudados apresentaram antocianinas entre 1,28 e 8,01 mg/100g (equivalente a
cianidina 3-5-glicosideo), contribuindo para o aumento dos valores das variaveis
estudadas. As antocianinas, principalmente na casca, podem ter atuado em grande
parte da atividade antioxidante que os extratos apresentam. Da mesma maneira
como ocorre em outros frutos como a uva, quanto mais intensa a coloracao dos

frutos maior o conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante (ABE et al.,



2007). Alguns autores encontraram forte correlagcdo entre o teor de antocianinas e a
atividade antioxidante em variedades de uva (ABE et al., 2007; MUNOZ-ESPADA et
al., 2004). A atividade antioxidante tem sido correlacionada ao teor de antocianinas,
indicando que esses compostos exercem importante acdo como antioxidantes em

frutos com coloragao avermelhada (KALLITHRAKA et al., 2005).

3.3 Principais compostos fenolicos em extratos de araca

Considerando-se que, em média, os frutos de araca apresentem elevados
teores de compostos fendlicos totais (25,4 a 59,4 mg EAG/g de peso fresco) buscou-
se caracterizar os principais compostos fenélicos nesses extratos (Tabela 3). Desse
estudo observou-se que a maior concentracdo, em todos os extratos, foi de
epicatequina, seguida pelo acido galico. Os compontentes em menores
concentracdes corresponderam a miricetina e quercetina. Em estudos prévios,
ZAICOVSKI (2008) identificou acido galico como o predominante em frutos de araca
amarelado e avermelhado, seguido pela catequina. A diferenca entre esses
resultados e o perfil dos compostos fendlicos nos extratos estudados pode ser
devido a técnica de extragdo, que pode ter obtido diferentes compostos em funcéao

da polaridade diferenciada dos solventes.



Tabela 3. Composicao fenélica e concentracao (mg/g) nos extratos de araca

Compostos fendlicos (mg/g)

Gendtipos  Extratos Epicatequina  Acido Acido Acido Miricetina Quercetina
Galico Cumaérico Ferulico

Vermelho

AR9 Metanol 13,338 ¢ 5.997d 0,167 ¢ 0,001 ¢ 0,021 b 0,011 b
Acetona 10,593 d 6.971 ¢ 0,317 b 0,060 a 0,047 a nd
Etanol 18,198 b 7.3365 b 0,397 a nd 0,008 c 0,023 a
Agua 21,304 a 8.0100 a 0,077 d 0,033 b 0,006 d 0,005¢

AR19 Metanol 6,395 ¢ 4.6320 b 0,080 a 0,022 d 0,020 c 0,019 a
Acetona 5,287d 3.8767 ¢ 0,077 b 0,038 b 0,072 a 0,017 b
Etanol 9,161 a 4.6513 a 0,065 ¢ 0,035¢ 0,064 b 0,012 ¢
Agua 7,784 b 3.6300d 0,057 d 0,075 a 0,004 d 0,002 d

AR29 Metanol 3,619 ¢ 2,218 b 0,034 b 0,016 d 0,071 b 0,019b
Acetona 2,639d 1,932 ¢ 0,033 ¢ 0,047 b 0,140 a 0,066 a
Etanol 6,353 a 1,426 d 0,027 d 0,036 ¢ 0,044 c 0,011 c
Agua 6,158 b 3,083 a 0,042 a 0,081 a 0,002d 0,004 d

Amarelo

AR27 Metanol 20,306 a 7,495 Db 0,402 a 0,014 d 0,014 Db 0,047 a
Acetona 17,149 ¢ 6,164 d 0,360 b 0,020 ¢ 0,038 a nd
Etanol 20,287 b 11,380 a 0,047 ¢ 0,022 b 0,008 c 0,024 b
Agua 7,925d 6,349 c 0,026 d 0,023 a 0,001d nd

AR46 Metanol 8,918 b 3,236 ¢ 0,042 ¢ 0,018d 0,072 a 0,018 ¢
Acetona 11,176 a 4,329 b 0,101 a 0,036 b 0,002 c 0,027 b
Etanol 7,048 ¢ 4,168 a 0,091 b 0,025 ¢ 0,005 b nd
Agua 4,629 d 2,974 d 0,042 ¢ 0,044 a 0,002 c 0,068 a

AR72 Metanol 27,337 a 7.8430 a 0,211 b 0,031 ¢ 0,015b 0,105b
Acetona 26,595 b 7.2670 b 0,491 a 0,020 d 0,018 a 0,020 ¢
Etanol 25,265 ¢ 6.5270 c 0,175¢ 0,038 a 0,009 c 0,106 a
Agua 7,205d 4.2370d 0,042d 0,029 b nd nd

(nd): Nao detectado
Valores com letras minUsculas iguais na mesma coluna, para cada genétipo, néo
diferem estatisticamente (p<0,05).

A epicatequina é reconhecida por ser um composto com alta atividade
antioxidante (HASSAN e FAN, 2005), antimicrobiana (HATANO et al., 2008) e é

associada a diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares

em pessoas que consomem cacau e derivados, devido seus efeitos na



vasodilatacdo, pressao arterial e como sistema de defesa antioxidante ao organismo
(SCHROETER et al., 2005). O acido galico, derivado do acido hidroxibenzodico,
assim como a epicatequina, pode ter contribuido significativamente para as
caracteristicas antioxidantes dos extratos (KELEBEK, 2008). Além de suas
propriedades antioxidantes atuando contra doencas cardiovasculares, apresenta
potencial antimutagénico contra alguns componentes quimicos mutagénicos (HOUR
et al., 1999). A quercetina e a miricetina sao flavonois cuja principais fontes sao
amoras, mirtilo, macas, chas e alho, e sdo encontrados principalmente na casca das
frutas (RIIHINEN, 2008). Em aracéa estao presentes em concentracao relativamente
baixa. A quercetina tem agdo comprovada como inibidora da agragacao plaquetaria
(HUBBARD et al.,, 2004) e também ¢é conhecida por suas propriedades

antioxidantes, antihistaminicas e antiinflamatérias (DELPORTE et al., 2005).

3.4 Atividade antioxidante utilizando Saccharomyces cerevisiae

A capacidade antioxidante dos extratos também foi avaliada comparando-se
0s niveis de sobrevivéncia da levedura S. cerevisiae tratada com peroxido de
hidrogénio (tratamento controle) e com extratos de araca e esse agente estressor.
Observou-se que de acordo com o0s resultados obtidos houve diferenca estatistica
entre o tratamento controle e os extratos testados. Os extratos de araca
proporcionaram altas taxas de sobrevivéncia, acima de 80%, indicando um
importante efeito antioxidante frente aos danos gerados pelo perdxido de hidrogénio.
Resultados semelhantes foram obtidos ao utilizarem-se diferentes flavonoides (rutina
e hesperidina) como amostra teste, alcangando em torno de 80% de sobrevivéncia

quando testadas com o agente estressor apomorfina (SOARES et al., 2005).



Tabela 4. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos aquosos de araca

Tratamentos Sobrevivéncia (%)
Células 100,00 £ 0,00 a
H.O. 50mM 4450 £ 3,54 d
Extrato aquoso amarelado (AR27) + H.0O-

50mM 85,65 +£3,32b
Araca aquoso avermelhado (AR9) + H20O-

50mM 82,00 £5,66 ¢

Valores com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente
(p<0,05)

Os extratos foram eficazes na protecao aos danos causados pelo peréxido de
hidrogénio, demonstrando uma importante capacidade antioxidante, embora os
resultados obtidos através da avaliacao in vitro pelo método de sequestro de radicais
livres (DPPH) tenham apresentado uma capacidade antioxidante relativamente
baixa, de 17,8% e 35% para os extratos aquosos de araca amarelo e vermelho,
respectivamente. A acdo dos extratos como antioxidantes aumenta
significativamente os valores de sobrevivéncia das leveduras tratadas com peréxido
de hidrogénio. Demonstra-se, assim, que o0 araca possui potencial para protecao das
células frente a um estresse oxidativo e, possivelmente, com maior ou menor
intensidade dependendo do tipo do extrato e do composto extraido pelo mesmo.
Deve ser salientado, no entanto, que a determinacdo da capacidade antioxidante de
uma amostra depende de varios fatores, como por exemplo, do tipo de teste
utilizado, do agente estressor escolhido e das condi¢cées de solubilidade do meio,
entre outros (SOARES et al., 2005).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos estd diretamente
relacionada a sua estrutura. A habilidade de sequestrar superdxido é atribuida ao
grupo hidroxil da posi¢cdo 4 do anel B de flavonoides (WILMSEN et al., 2005). De

modo geral, os flavonodides sdo capazes de doar hidrogénio para os radicais livres,



estabilizando-os e impedindo o estresse oxidativo capaz de gerar danos tissulares
ou morte celular. Além disso, podem também complexar-se com metais como Fe®* e
Cu?*, evitando ou diminuindo a geracéo de radicais hidroxila (SOARES et al., 2005).
Dos compostos identificados na anélise cromatogréfica, os flavonéides epicatequina,
miricetina e quercetina possuem essa configuragcao quimica caracteristica, indicando
que parte da atividade antioxidante pode ser atribuida a esses compostos.

Alguns testes que avaliam a capacidade antioxidante in vitro ndo representam
0 que realmente acontece nas condi¢des in vivo. O uso de eucariotos tém provado
ser um meio eficaz, rapido, sensivel e reprodutivel, além de obter bons resultados ao
avaliar a capacidade antioxidante em sistemas biologicos. A capacidade antioxidante
dos extratos utilizando como modelo de sistema biolégico a levedura
Saccharomyces cerevisiae € um teste que permite a andlise rapida e com resultados
representativos para estudos de estresse oxidativo em células eucariéticas, podendo
ser mais facilmente extrapolados para o homem. Ja a avaliacdo da capacidade
antioxidante empregando animais de laboratério é, em geral, de dificil execucéo e
necessita de um numero elevado de animais para assegurar resultados
estatisticamente significativos. (SOARES et al., 2005; WILMSEN et al., 2005).

Nesse estudo verificou-se que o extrato de aragcad amarelo apresenta bom
potencial de protecao a oxidacao in vivo quando comparado com o extrato de araca
vermelho. No método que avalia a capacidade antioxidante in vitro, o melhor
comportamento foi observado em exiratos de araga avermelhado, diferindo,
portanto, do método com leveduras Saccharomyces cerevisiae. Quando em altas
concentragdes, alguns polifen6is como flavondides e acidos fendlicos podem ser
oxidados e exercer efeito prd-oxidante, formando perdxido de hidrogénio, quinonas e

semiquinonas, que exercem efeitos toxicos e até mesmo causam morte nas células,



nao atuando mais como antioxidantes (DIOUF et al., 2009). As altas concentracoes
de compostos fendlicos no extrato de araga vermelho provavelmente explicam o
menor efeito protetor as células de leveduras quando comparadas ao extrato de

araga amarelo.

3.5 Atividade antimicrobiana

O potencial antimicrobiano dos extratos de araca frente a Salmonella
enteritidis foi avaliado de acordo com a presencga ou auséncia de halos de inibicao e
pelo valor de MIC (Tabela 5). Todos os extratos exibiram atividade antimicrobiana,
porém com respostas variadas. Ciprofloxacina (166mg/mL) foi utilizado como
controle positivo nas mesmas condi¢gdes dos extratos, exibindo forte atividade
antimicrobiana com halos de 50 mm. Os resultados mostraram que a bactéria Gram
negativa Salmonella enteritidis foi sensivel a todos os extratos, o que indica que
essa propriedade nao esta relacionada diretamente com a atividade antioxidante.

Neste estudo, foi observado que tanto as extracdes utilizando solventes
organicos como extracées aquosas apresentaram atividade antimicrobiana. Como
se pode observar pelas avaliagbes cromatogréaficas, todos os extratos exibiram o
mesmo perfil de compostos fendlicos. A atividade antimicrobiana, portanto, pode
estar relacionada a acdo desses compostos agindo sinergicamente, da mesma
maneira que a atividade antioxidante, mas ndo em igual intensidade. Verificou-se
que o método de extracdo nao influenciou na atividade antimicrobiana, ou seja,
extragbes com alto teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nao

necessariamente exibiram maior atividade antimicrobiana proporcional.



Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos de araga contra Salmonella

enteritidis através do método de difusdo em disco.

Gendtipo Extrato Halo de inibicao (mm) MIC (% de extrato)

Amarelo

AR 27 Metanol 20.0a 5
Acetona 16,3 c 5
Etanol 16,5b 5
Agua 15,3d 5

AR 46 Metanol 175b 5
Acetona 11,6 d 10
Etanol 15,5¢ 10
Agua 21,0a 10

AR 72 Metanol 20,0 a 10
Acetona 18,0b 10
Etanol 8,0d 10
Agua 14,0 ¢ 10

Vermelho

AR 9 Metanol 17,0b 10
Acetona 8,6c 5
Etanol 240a 16
Agua 17,0b 16

AR 19 Metanol 17,0 a 16
Acetona 16,1b 16
Etanol 9,6d 16
Agua 15,0 ¢ 10

AR 29 Metanol 13,6 C 10
Acetona 14,2 b 10
Etanol 22,5a 10
Agua 7,5d 10

Valores com letras minUsculas iguais na mesma coluna, para cada genétipo, néo

diferem estatisticamente (p<0,05).

A maioria dos extratos apresentaram valores de MIC de 16 e 10% para os

extratos de aracé vermelhos, e 5 e 10% para os extratos de araca amarelos, o que

demonstra, novamente, que o teor dos compostos fendlicos extraidos e a atividade

antioxidante nao tiveram relacdo direta com a atividade antimicrobiana, ja que os



maiores valores para as duas primeiras avaliacbes foram reportados para os
extratos de araca vermelho.

Vérios estudos buscam relacionar a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas e os constituintes responsaveis, mas ainda nao ha clareza nessa relacao
(TSAI et al., 2008; THITILERTDECHA et al., 2008; DUNG et al., 2008). Conforme
alguns autores, a atividade antimicrobiana de extratos de frutas deve-se em grande
parte ao conteldo de compostos fendlicos presentes, como em extrato aquoso de
cereja (WU et al, 2008) e extrato metandlico de groselha (MAYACHIEW e
DEVAHASTIN, 2008). Para extrato alcodlico de citrus o principal componente
relacionado a sua atividade antimicrobiana foi a hesperidina (YI et al., 2008), e para
extrato etandlico de jamboldao os taninos foram os componentes responsaveis
(LOGUERCIO et al., 2005). Ja em estudos realizados por Majheni¢ et al. (2007),
extratos aquosos de guarana nao apresentaram atividade antimicrobiana, ao
contrario de extratos de metanol, acetona e etanol, demonstrando que o solvente de
extracdo exerceu grande influéncia na obtencdo dos compostos fendlicos e
consequentemente na acao contra bactérias, assim como na atividade antioxidante.

Extratos com compostos diversificados podem ser mais benéficos do que
componentes isolados, ja que um composto individual bioativo pode ter propriedades
diferenciadas na presenca ou auséncia de outros componentes, correspondendo a
um efeito sinérgico (ESTEVINHO et al., 2008). A identificacdo de uma unica
molécula ativa que seja responsavel pela atividade antimicrobiana de uma planta se
torna cada vez mais improvavel. Pesquisas mostram que o foco das investigacdes
estd na combinacdo de compostos que fornecam uma melhor eficacia (VAN

VUUREN, 2008).



O mecanismo de acao da atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos
envolve reagcbes com a membrana celular, modificando seu metabolismo, a
inativacdo de enzimas essenciais a célula e/ou complexando-se com os substratos
dessas enzimas e a complexacdo com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade
de ions essenciais para o metabolismo microbiano (LOGUERCIO et al., 2005).
Estudos sugerem que a porcdo reativa de compostos fendlicos com atividade
antimicrobiana se deve ao grupo hidroxila livre (CEVALLOS-CASALS et al., 2006). O
nuamero e a posicao dos grupamentos OH no anel fendlico estao relacionados com
essa atividade. Quanto mais hidroxilados os compostos, maior é o efeito toxico, que
pode atuar inibindo processos enzimaticos através de oxidacao (COWAN, 1999).

A diferenca no mecanismo de agao dos compostos fendlicos para atividade
antioxidante na levedura Saccharomyces cerevisiae e na atividade antimicrobiana
pode ser explicada pelas diferengas estruturais desses organismos. Na atividade
antimicrobiana os compostos fendlicos atuam diretamente na desestabilizacdo da
membrana celular da bactéria, principal responsavel pela respiracdo desse
microrganismo. Na levedura, a atuacdo principal dos compostos fendlicos se da
através de sequestro de radicais livres nocivos a célula ou pela quelagdo com
metais. Neste caso, a membrana celular ndao é afetada, e consequentemente, a
mitocéndria, organela vital para funcdo de respiracdo, ndo é prejudicada pela agao

de compostos fendlicos.

4 Conclusao

Este estudo demonstrou a existéncia de atividade antioxidante e

antimicrobiana de extratos de aracda.  Extratos de araca obtidos com acetona



foram o0s que exibiram uma maior atividade antioxidante, sendo essa caracteristica
relacionada ao alto teor de compostos fenodlicos extraidos. Todos os extratos
exibiram o mesmo perfil de compostos fendlicos, sendo a epicatequina o
predominante, seguida do acido galico, demonstrando que esses compostos podem
ter agido sinergicamente para conferir as atividades antioxidantes dos extratos.
Extratos aquosos foram bastante eficientes ao avaliar atividade antioxidante com a
levedura Saccharomyces cerevisiae, fornecendo uma protecdo contra peréxido de
hidrogénio acima de 80% para as células. Os extratos também exerceram uma
importante atividade antimicrobiana contra a bactéria patogénica Salmonella
enteritidis. Isso indica que o araca pode ser uma fonte importante de antioxidantes
naturais e agentes antimicrobianos para a industria alimenticia e farmacéutica.
Estudos futuros devem ser realizados para comprovar sua eficacia terapéutica e sua

atividade antimicrobiana contra outros microrganismos.
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Conclusoes gerais

- Extratos obtidos com acetona foram os mais eficazes na obtencdo dos maiores
teores de compostos fendlicos totais, principalmente em aracas avermelhados, e,
consequentemente, apresentaram a maior atividade antioxidante.

- Todos extratos apresentaram atividade antimicrobiana contra Salmonella
enteritidis, e extratos aquosos mostraram ser efetivos na protecdao a levedura

Saccharomyces cerevisiae contra acao do peréxido de hidrogénio.
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